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Résumé
La régulation précise de l’expression des gènes est indispensable à la production et
au maintien de nombreux types cellulaires et tissulaires différents d’un organisme
multicellulaire. En conséquence, un gène donné est exprimé dans une cellule donnée durant
le développement et durant la différenciation cellulaire. C’est le cas par exemple du gène
codant le récepteur de la vasopressine de type 2, l’A VPR2, qui est exprimé de manière
exclusive dans les cellules principales du tubule collecteur du rein.
Le contrôle de la transcription constitue le premier et principal niveau de la
régulation de l’expression des gènes dans les cellules eucaryotes. Dans le génome des
eucalyotes, les éléments régulateurs, ou éléments cis-régutateurs, peuvent être localisés à de
très longue distance du gène exprimé, parfois à plusieurs centaines de paires de bases.
Le laboratoire du Dr. Bichet a identifié une délétion de $ kb en amont du gène de
l’A VPR2 dans une famille atteinte de diabète insipide néphrogénique (DIN) lié à l’X. Les
hommes atteints de diabète insipide néphrogénique dans cette famille, présentent un gène
de l’AVPR2 intact. Dans une seconde famille, six hommes atteints de DIN ont aussi des
séquences codantes pour l’A VPR2 normales, mais présentent une délétion de 102 pb qui se
trouve à l’intérieur de la zone précédente de $ kb. Enfin dans une autre famille présentant
les mêmes caractéristiques, une troisième délétion, de 11 kb, a été identifiée dans la même
région.
La zone de 102 pb a été clonée en amont de différentes séquences du promoteur de
l’AVFR2, 4.6 kb et 1.4 kb, et les niveaux d’augmentation de l’expression du gêne
rapporteur sont, respectivement de 10 et 5 fois dans les cellules du tubule proximal et dans
les cellules du tubule collecteur. De plus deux courtes séquences régulatrices ont été
identifiées à l’intérieur des 102 pb l’une semble être commune aux cellules du tubule
proximal et aux cellules du tubule collecteur et une seconde paraît être spécifique aux
cellules du tubule collecteur.
iv
Ces résultats préliminaires doivent conduire à une meilleure compréhension de la
régulation de la transcription de l’AVPR2 chez l’homme. Au final, l’identification d’une
séquence capable d’induire l’expression adéquate de l’A kTR2 pourrait déboucher sur un
traitement par thérapie génique des patients atteints de DIN.
Mots-clés A VPR2, diabète insipide néphrogénique lié à l’X, séquence régulatrice, thérapie
génique, contrôle de la transcription
VAbstract
The primaiy purpose of gene control in multicellular organisms is the execution of
precise dcvcloprnent and tissuc-specific decisions. As a consequence, the proper genes are
expressed in the proper ceÏls during development and differentiation. For example, the
A I FR2 gcne, which encodes the vasopressin V2 receptor, is only expressed in the principal
ceils of the collecting ducts in the kidney. Transciiptional control is the primaly means of
regulating gene expression in eukaiyote celis.
In eukaryotic genomes, cis-acting elements that regulate transcription arc located at
a distance of several thousand base pairs from the gene being expressed. Dr. Bichet’s lab
lias identified a large $ kb deletion upsiream of the A VPR2 gene in one X-linked
nephrogenic diabetes insipidus (ND[) family. This deletion leaves intact the AVPR2
sequcnce, yet males bearing this detetion have classical X-linked NO!. In a second X
Iinked NDI family with 6 affected males bearing a complctely normal A VPR2 coding
sequence, a lO2bp deletion was recently identifled that is Ïocated within the 8 kb detetion of
the previous farnily. Finally a third family with an Il kb deletion shared the same clinical
characteristics.
The 102 bp region was cloned 4.6 kb and 1.4 kb upsfream ofthe promoterregion of
the A VPR2 gene, and a 4-fold increase in expression vector was obseiwed in proximal
tubuÏes celis and a 3-fold in collecting ducts celis. Two short regulatory sequences have
been identified within the lO2bp: one that is shared by proximal tubule and coïlecting duct
ceils, and another that may be specific to the collecting ducts ceils.
These preliminary resuits will lead to a better understanding ofthe regulation ofthe
A VPR2 expression in human. The characterization of an optimal expression clement
capable of efficient expression of A VPR2 should be tiseftil in the development of gene
thcrapy for X-linked NDI.
vi
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2Le diabète insipide néphrogénique se caractérise par une diminution de la capacité
de concentrer l’urine. Il est la conséquence d’une résistance rénale à l’action de l’hormone
antidiurétique (1). La première partie de ce mémoire sera consacrée à la présentation de la
physiologie rénale ainsi qu’aux bases moléculaires du diabète insipide néphrogénique.
1. Physiologie rénale normale et pathologique
1.1. Anatomie et physiologie rénale
1.1.1. Structure du rein
1.1.1.1. Au niveau macroscopique
1.1.1.1.1. Lerein
Le système rénal des mammifères est composé d’tm rein gauche et d’un rein droit
situés de part et d’autre de la colonne vertébrale entre la 12Ieme vertèbre thoracique et la
3lême vertèbre lombaire. Le rein droit est légèrement plus petit que le rein gauche du fait de
la présence du foie. Une capsule fibreuse englobe chaque rein afin de les protéger des
traumatismes physiques. La surface d’un rein présente deux régions distinctes : le cortex
(zone d’apparence pâle en dissection) et la médullaire (région plus foncée)
Le cortex rénal représente la partie externe du rein alors que la médullaire
représente la partie interne composée de pyramides rénales. Le cortex est composé des
glomérules alors que la médullaire englobe l’anse de Henle, les vaisseaux sanguins (ou vasa
recta) ainsi que les terminaisons des tubules collecteurs.
1.1.1.1.2. La vascularisation rénale
Le rein, de par son rôle important dans les phénomènes de régulation hydrique,
présente une riche vascularisation. En effet, afin de réguler les flux hydriques de manière
constante, les deux reins reçoivent 22% du débit cardiaque ce qui représente environ 1,1
litre par minute (2).
L’artère rénale provenant de l’aorte pénètre dans les reins att niveau dti hile avant de
se diviser en trois artères lobaires. Ces dernières se subdivisent cii artères interlobaires qui
elles-mêmes se ramifient en artères arquées. Les artères interlobulaires, provenant des
artères arquées, acheminent le sang à l’appareil glomérulaire composé des artérioles
afférentes, des capillaires glomérutaires et des artérioles efférentes. Celtes-ci se déversent
par la suite dans les capillaires péritubulaires entourant le système tubulaire rénal. Ces
capillaires péritubulaires fusionnent pour former les veines interlobulaires qui se regroupent
pour donner les veines arquées puis les veines interlobaires et finalement les veines rénales
(2).
1.1.1.2. Au niveau microscopique le néphron
Le néphron est l’unité fonctionnelle du rein de par son rôle dans la filtration,
la régulation et la concentration de l’urine. Chaque rein est constitué d’environ 1 million de
néphrons. Un néphron est composé de cinq parties distinctes
• Le corpuscule de Malpighi, constitué du glomérule et de la capsule de
Bowman où le pÏasma sanguin est filtré;
• Le tubule proximal;
• L’anse de 1-lenle, en forme d’épingle à cheveux, elle-même composée
d’une branche descendante « fine » et d’une branche ascendante comprenant une
partie médullaire « fine » et une partie corticale plus large;
• Le tubule distal;
4• Le tubule collecteur conduisant au canal
Représentation schématique d’un rein et d’un néphron).
collecteur (figure 1.
1.1.2. Fonctions du rein.
Le rein permet à l’organisme de maintenir un environnement extracellulaire stable
de toutes les cellules du corps. Cette fonction est rendue possible grâce aux contrôles que
cet organe réalise sur les balances hydriques et ioniques grâce à des successions de
phénomènes de sécrétion et réabsorption. Ces pertes et réabsorptions peuvent être établies
en fonction de l’anatomie du rein. Enfin, en plus de ce rôle principal, le rein remplit







de anse de Henle
branche ascendante
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Le filtrat urinaire provenant dti sang est fonné dans les glomérules puis gagne les
tubules où son volume et son contenu vont être modifiés par des séries de
réabsorptions/sécrétions. La majeure partie des solutés est réabsorbée au niveau du tubule
proximal, l’anse ascendante de Renie, le tubule distal et le canal collecteur ne servant qu’à
affiner la composition de l’urine en solutés.
1.1.2.1.1. Au niveau du tubule proximal
La plupart des soltités présents dans l’urine sont activement réabsorbés au niveau du
tubule proximal le chlore, les acides aminés, le glucose, le sodium, le potassium, le
calcium, le magnésium, le phosphate et enfin l’eau. Du fait de la haute perméabilité à l’eau
de ce segment, le but principal de ce premier niveau de réabsorption est de diminuer
considérablement le volume urinaire. Cependant, du fait des mouvements d’eau,
l’osmolalité du filtrat n’est pas modifiée et donc celui-ci n’est pas concentré.
1.1.2.1.2. Au niveau de l’anse de RenIe
L’anse de Renie complète la réabsorption des solutés débutée au niveau du tubule
proximal environ 15 à 30% du sodium et du potassium, 20% du calcium le sont à ce
niveau. Cependant ce segment du rein est le siège de la majeure partie de la réabsorption du
magnésium circulant, environ 65% contre 30% dans le tubule proximal. La branche large
ascendant de l’anse se caractérise également par une forte réabsorption de chlorure de
sodium (NaCI): cette section est responsable de 30% de la réabsorption sodée totale du
néphron. Cette observation trouve son importance dans l’explication de l’établissement
d’une pathologie entraînant un DIN secondaire lié à une perte de fonction des gènes qui
codent pour la réabsorption du sodium, du chlore et du potassium, le syndrome de Bartter
(voir section 1.2.2.1.3).
61.1.2.1.3. Au niveau du tubule distal
Le tubule distai permet une forte réabsorption du potassium avant que le filtrat ne
gagne le tubule collecteur: 95% de la quantité restante suite au passage et à la réabsorption
dans le tubule proximal et l’anse de Renie sont réabsorbés à ce niveau. Les autres solutés
ne sont que très peu réabsorbés par ce segment, qui, de plus, présente une frès faible
perméabilité à l’eau.
1.1.2.1.4. Au niveau du tubule collecteur
Le tubule collecteur est composé de deux types cellulaires différents avec des rôles
différents : les cellules principales et les cellules intercalaires. Les cellules principales du
tubule collecteur sont le siège d’une importante réabsorption d’eau qui est contrôlée par
l’hormone antidiurétique (ADH ou AVP) (voir section 1. 1.4). Le tubule collectetir ne
permet qu’une faible réabsorption de sodium, de calcium, de phosphate et de magnésium
(de 2 à 5%); à t’inverse, on note à son niveau une sécrétion de potassium. La majeure partie
des réabsorptions a lieu au niveau des deux populations de cellules alors que la sécrétion de
potassium se fait uniquement au niveau des cellules principales.
1.1.2.2. Autres fonctions du rein
Le rein intervient à différents niveaux lors de l’excrétion de déchets métaboliques
(tels que l’urée, l’acide urique, la créatinine, l’acide oxalique) lors de l’élimination de
produits exogènes ou de leurs métabolites (toxines, médicaments), ainsi que dans le
catabolisme de protéines de faible poids moléculaire et d’hormones polypeptidiques
(insuline, parathormone). Cet organe est également impliqué dans la composition des
fluides biologiques et la synthèse de plusieurs hormones et autocoïdes (rénine,
prostaglandines rénales) responsables de la régulation volémique et barométrique artérielle.
D’autres substances sont également synthétisées au niveau du rein dont le rôle est
7primordial pour l’organisme l’érythropoïétine, le calcitriol ainsi que des facteurs de
croissance (tel que l’Insuline-like growth factor, IGFI) (2).
De par sa vascularisation, le rein peut être soumis à des variations de pression
sanguine dans les artérioles afférentes, et! ou à des modifications de la concentration de
sodium et de chlorure au niveau de la macula densa. Dans ce cas, le rein, et plus
précisément l’appareil juxta glomérulaire, réagit en sécrétant de la rénine. Cette enzyme va
ensuite contribuer à la production d’angiotensine li (Ail) qui elle-même, va ensuite exercer
son action vasoconstrictrice sur les artérioles rénales. La majeure partie de l’action
vasoconstrictrice de l’AI! a lieu au niveau des artérioles efférentes ce qui a pour
conséquence une augmentation du taux de filtration glornérulaire (3) et (4).
Comme nous venons de le mentionner, le rein, via le système rénine angiotensine,
ou système RAS comprenant l’angiotensine II, l’enzyme de conversion de l’angiotensine
(ECA) et l’angiotensinogène, participe activement à la régulation du flux sanguin, de la
filtration glomérulaire et de la réabsorption sodée. Cependant, de par leur rôle dans le
développement du rein, les gènes contrôlant le système RAS semblent impliqués dans le
déclenchement d’une fibrose progressive pouvant conduire à une perte de fonction rénale.
Ces gènes ont été abondamment étudiés et il ressort de ces études que des altérations de
leur expression peuvent être associées à des modifications de la structure et!ou de la
fonction du rein (3, 5-7). Il semble en effet, que le blocage de ce système puisse
contrecarrer les effets activateurs de fortes concentrations de glucose sur le gène de
l’angiotensinogène, permettant ainsi de limiter la formation d’angiotensine et par là même,
l’hypertrophie des cellules proximales du rein. De plus, il a été démontré que l’activation de
ce système, toujours en condition d’hyperglycémie, était directement responsable de
fibroses tubulaires ainsi que d’hypertrophie rénale dans les cellules de tubule proximal; cet
effet est initié par le rôle activateur de l’angiotensinogène sur le gène du facteur de
croissance transformant-J31 (TGF- J31) (8, 9).
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1.1.3. Système de drainage de l’urine
Nous avons vu que la majeure partie de l’eau était réabsorbée au niveau du système
tubulaire, et plus précisément au niveau du tubule proximal. Or ce phénomène de
réabsorption est un processus passif du fait que l’eau suit un gradient de concentration
établi entre les tubtiles rénaux et le milieu interstitiel. L’établissement et le maintien de ce
gradient font appel à un mécanisme de contre-courant dont les composantes principales
sont l’anse de Renie (jouant le rôle de multiplicateur) et les vasa recta (jouant le rôle
d’échangeur). Malgré lc fait que le volume hydrique réabsorbé par l’anse de Henle soit
relativement faible, 10% du volume total, la structure de chacune des branches,
descendante et ascendante, n’en est pas moins importante. En effet, le segment descendant
est perméable à l’eau mais pas aux ions et inversement pour le segment ascendant,
imperméable à l’eau mais fortement perméable aux ions (1). Cette différence fonctionnelle
importante entre les segments s’explique par la présence à la surface de la branche
descendante de nombreux canatix à eau, les aquapoiines-1, absents de la branche
ascendante (10). Cette absence contribuant à rendre l’urine isotonique puis hypotonique.
Par la suite cette urine hypotonique sera modifiée par la réabsorption de l’eau suite à
l’action de l’AVP au niveau du tubule collecteur (figure 2. Le mécanisme de concentration
de l’urine page 9).
9figure 2. Le mécanisme de concentration de l’urine
1.1.3.1. Le système de contre-courant
Tel qu’il a été précisé auparavant, la concentration des urines ne résulte pas d’un
transport actif de l’eau celui-ci nécessiterait trop d’énergie. Le mécanisme de
concentration repose en fait sur une série d’interactions étroites entre l’anse de Henle, le
milieu interstitiel, les vaisseaux sanguins médullaires, ou vasa recta, et les tubules
collecteurs le mécanisme de contre-courant (11). Ce mécanisme doit son nom à
l’arrangement anatomique particulier des tubules et des vaisseaux sanguins t le filtrat
quittant le cortex via le tubule proximal emprunte la branche descendante de l’anse de
Henle puis la branche ascendante pour « remonter» en direction du cortex, chaque branche
allant à contresens l’une par rapport à l’autre; le cheminement du sang dans les vasa recta
suit le même processus à savoir quitter le cortex en direction de la médullaire puis remonter
à contresens en direction du cortex (1). Le principe général de ce mécanisme repose sur la
présence d’un gradient de concentration entre la lumière tubulaire et le milieu interstitiel.
























actif du sodium et le co-transport du chlore et du potassium dans l’anse de Henle; le second
est également un transport actif d’ions mais entre la lumière du tubute collecteur et le
milieu interstitiel; enfin le troisième est la réabsorption de l’urée au niveau des tubules
collecteurs (Figure 3. Le transport des UT1).
Comme nous l’avons indiqué succinctement, le rôLe principal du tubule collecteur
est une importante réabsorption de l’eau suite à la stimulation par l’AVP qui aboutira, via
une cascade intracellulaire, à l’expression de canaux à eau à la surface des membranes
apicales des cellules principales (pour détails se référer à la section 1.2.2. Le diabète
insipide néphrogénique). En plus de cette fonction principale, l’AVP joue également un
rôle dans la régulation de la réabsorption de l’urée ainsi que dans la régulation de la
perméabilité de ces cellules du tubtile collectetir au sodium. En effet ces cellules présentent
une grande perméabilité à l’urée grâce à la présence à leur stirface de transporteurs d’urée,
ou UT, de type UT1 (Figure 3. Le transport des UT1 à la membrane luminale). Par
conséquent, le tubule collecteur jotte un rôle dans le maintien dti gradient de concentration.
Inner medulIary collectïng duct
UT1
luminal
Figure 3. Le transport des UT1 à la membrane lurninale
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1.1.3.2. Le recyclage de l’urée
L’urée provenant du métabolisme hépatique des protéines est un des déchets les
plus importants excrétés par le rein. De part sa concentration urinaire très élevée, 100 fois
la concentration plasmatique chez l’humain (12), l’urée participe activement au contrôle du
gradient de concentration. En effet, ce déchet urinaire représente de 40 à 50% de
I ‘osmolalité du milieu interstitiel.
L’urée est réabsorbée entre la lumière des tubules collecteurs et le milieu interstitiel
de la médullaire suivant deux processus, le premier étant une diffusion simple et le second
faisant appel à un transporteur. Ce mécanisme de recyclage de l’urée fait donc intervenir
cinq composants majeurs
• Le tubule collecteur, où l’urée est concentrée;
• Le tubule collectetir terminal, où l’urée diffuse en direction de
l’interstitium médullaire;
• Les vasa recta ascendants, où l’urée est récupérée;
• Les branches descendantes fines de l’anse de Henle et les vasa recta
descendants, où l’urée est réintroduite
• Et enfin, la médullaire interne, où l’urée est récupérée (Figure 4. Le
mécanisme de recyclage de l’urée page 12).
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1.1.3.3. Le système d’échange des vasa recta
Les vaisseaux sanguins médullaires. oti vasa recta. sont hautement perméables à
l’eau ainsi qu’aux solutés non protéiques. Au fur et à mesure que le sang chemine dans la
bi-anche descendante de la médullaire interne, sa concentration augmente du fait de la
diffusion passive d’eau vers le milieu interstitiel et la réabsorption des solutés présents dans
ce même milieu. Ceci établit une concentration identique entre la vasa recta et le milieu
interstitiel médullaire (1200 mOsrn/L) ce qui n’entraîne pas la formation du gradient de
concentration. Lorsque le sang remonte dans la branche ascendante en direction du cortex,
celui-ci voit sa concentration en solutés progressivement diminuée et sa quantité d’eau
augmentée, toujours suivant un phénomène de diffusion passive. Au final, l’hypertonicité
Figure 4. Le mécanisme de recyclage de l’urée
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du milieu interstitiel est maintenue entre la partie médullaire et la partie corticale (1), (2),
(13) (Figure 5. Les vasa recta)
1.1.4. Hormone assant au niveau rénal l’hormone antidiurétique
L’hormone antidiurétique, ADH, appelée aussi vasopressine, ou encore arginine
vasopressine (AVP), est un polypeptide synthétisé au niveau de l’hypothalamus, transporté
puis stocké dans la post-hypophyse qui le libère dans la circulation sanguine. Elle a,
principalement, une action antidiurétique et tine action vasopressive.
1.1.4.1. Synthèse et sécrétion de l’AVP
Synthétisée au niveau des noyaux supra-optiques et paraventriculaires de
l’hypothalamus à partir d’une pré hormone, polypeptide cyclique de 16$ acides aminés, la
Figure 5. Les vasa recta
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vasopressine, liée à son transporteur, la neurophysine II (NPII), est transportée jusqutà la
post-hypophyse qui la stocke (2), (14). Cette pré hormone, ou prépro-vasopressine est
codée par le gène A VF-NPII localisé sur le locus 13 du bras court du chromosome 20 (15).
Ce gène se compose de trois exons dont le premier code pour le peptide signal, l’AVP ainsi
que la région amino-terminale de la NPII; le second exon code pour la région centrale de la
NPII et le dernier pour la région carboxy-tenninale de la NPII et le glycopeptide. Cette
prépro-vasopressine va subir diverses modifications pour finalement donner trois produits:
l’AVP, la NPII et le glycopeptide (16), (17) (Figure 6. La synthèse de la vasopressine).
AVP-NPII jExon 1 J-i F- Exon 2 [.i i-j Exon 3
(2,5 kb: 2Op13) .
prépro-vasopressine
.
AVJ— Gly-LyArg .{europhysine 11 F Arg _ glycopeptide
(164 a.a.) / (site de clivage)
peptde
signal *
pro-vasopressine [AVPJ— Gly-Lys-Arg —j neurophysine Il ( Arg —[lycopeptide
3 produits â partir AVP_NH2 I nhysinell opeptide
de la prohormone
* addition dune chaîne carbohydrate
figure 6. La synthèse de la vasopressine à partir du gène de l’A VF-NFII
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1.1 .4.2. Régulation de la sécrétion de l’AVP
La synthèse de l’AVP est régulée suivant deux mécanismes, l’un est osmo
dépendant alors que le second est osmo-indépendant(t$).
Le premier cité se caractérise par une excitabilité très sensible des netirones, appelés
osmorécepteurs, à l’osmolalité de leur environnement (19). Ces neurones, localisés entre le
noyau supra-optique et le AV3V dans la région antéro-ventrale du troisième ventricule, en
communication directe avec les neurones du noyau supra-optique régulent constamment la
synthèse et la sécrétion d’AVP (2). Ces osmorécepteurs présentent la particularité de
déceler des variations de l’osmolalité sanguine de l’ordre de 2 mOsm/kg soit moins de 1%
de I ‘osmolal ité plasmatique normale.
Le second mécanisme, osmo-indépendant, repose sur des réflexes barométriques
ainsi que des réflexes pulmonaires. En effet, la réduction du volume des liquides
extracellulaires et de la pression artérielle diminue la stimulation des barorécepteurs situés
au niveau des oreillettes, du sinus carotidien et de l’aorte (représentant des zones de haute
pression), et des veines pulmonaires (représentant une zone de basse pression). La
conséquence de ces changements de pression est une augmentation, ou une diminution, de
la sécrétion d’AVP (17). Il faut toutefois noter que ce second mécanisme, osmo
indépendant, est beaucoup moins sensible que le premier, qui lui est osmo-dépendant: les
variations de sécrétion d’AVP ne s’observent qu’après un changement de 10% du volume
sanguin et de la pression artérielle. Cette différence de sensibilité aux variations de pression
et de volume reflète en fait le rôle de chacun de ces deux systèmes. En effet, le mécanisme
osmo-dépendant est le processus quotidiennement mis en jeu par l’organisme afin de
réguler la synthèse et la sécrétion d’AVP alors que le mécanisme osmo-indépendant n’est
déclenché qu’en cas de stress comme par exemple dans le cas d’une hémorragie (2).
D’autres facteurs peuvent également intervenir dans la synthèse et la sécrétion de I’AVP
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comme par exemple des variations de l’osmolalité dti liquide cérébro-spinal ou encore
certains stimuli comme la nicotine, la morphine ainsi que l’alcool (2), (20), (21).
1.1.4.3. Rôles de 1’AVP
L’hormone antidiurétique est une hormone peptidique, qui, comme nous l’avons vu,
est sécrétée par les neurones hypothalamiques et extra hypothalamiques (Figure 7. La
structure de la vasopressine page 17). Cependant, elle peut également être synthétisée et
sécrétée au niveau périphérique glande surrénale, endomètre utérin (22). Cette hormone
remplit de nombreuses fonctions
• Elle possède une fonction vasoconstrictive si l’AVP est libérée au
niveau synaptique du système nerveux central et périphérique, son rôle sera d’agir
comme un neuromédiateur dans la régulation centrale de fonctions telles que la
pression artérielle, la thermorégulation....;
• Elle a un rôle important dans l’hémostase l’AVP a une action sur
l’agrégation plaquettaire;
• Si l’AVP est libérée dans le système porte, elle participera à la régulation
de sécrétions hypophysaires, comme par exemple l’ACTH ou hormone
adrénocorticotrope;
• Enfin, si l’AVP est libérée dans la circulation générale, elle constituera
le principal régulateur de l’élimination de l’eau par le rein;
• Par ailleurs, cette hormone participe à la régulation de la sécrétion des
stéroïdes surrénaliens, de la libération de certains facteurs de coagulation et de la
glycogéno]yse hépatique.
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Cette diversité d’action de l’AVP est étroitement liée à la stimulation de ses
récepteurs spécifiques. Suivant des critères pharmacologiques et fonctionnels, ces
récepteurs sont subdivisés en quatre classes les récepteurs VI vasculaires (Via), tes
récepteurs Vi pituitaires (Vlb ou V3), les récepteurs V2 rénaux (V2R) et les réceptetirs de
l’ocytocine (ROT) (2), (22), (23).
t?
figure 7. La structure de la vasopressine
Une mauvaise régulation des volumes et de l’osmolalité de l’ensemble de
l’organisme entraîne des variations de contenu en eau et en sodium. Lorsque le système de
contrôle de l’osmolalité est défectueux, on observe des désordres au niveau du métabolisme
de l’eau, ce qui se traduit par des volumes d’eau trop importants ou trop faibles. Lorsque
c’est le système de régulation des volumes qui est touché, on observe des désordres au
niveau du métabolisme du sodium entraînant une mauvaise rétention/sécrétion de cet ion.
1.1.5.1. Désordres dans le métabolisme dc l’eau et le contrôle de l’osmolalité
Comme nous l’avons vu, le contrôle de l’élimination de l’eau par le rein dépend
presque entièrement de la sécrétion d’AVP qui elle-même dépend des variations de








1.1.5. Pathologies liées aux dérèglements des flux hydriues
1$
sont sous-jacents à de mauvaises sécrétions d’AVP. Parmi ces désordres, on peut distinguer
la famille des diabètes insipides, le syndrome de sécrétion inappropriée de I’ADH, ou
SIADH, ainsi que la polydipsie psychogénique.
1.1.5.1.1. Diabètes insipides
Les diabètes insipides sont des désordres métaboliques causés par des effets
inadéquats de l’AVP. Ces types de diabète sont caractérisés par une diurèse anormalement
élevée (>30m1/kg/jour pour un adulte) et de faible osmolalité (<250 mmol/kg). Parmi
l’ensemble de ces diabètes insipides, on en peut distinguer trois types
• Le diabète insipide neurogénique (également appelé central,
hypophysaire ou hypothalamique) causé par une sécrétion insuffisante d’AVP;
• Le diabète insipide néphrogénique dû à une insensibilité des cellules
rénales à l’AVP (voir 1.2.2);
• Et enfin le diabète insipide dipsogénique secondaire à une polydipsie
primaire.
Enfin il existe une forme temporaire de diabète insipide associé à la gestation, le
diabète insipide gestationnel (17).
1.1.5.1.2. Le syndrome de sécrétion inappropriée d’ADI-1
De hauts niveaux de sécrétion d’ADH peuvent causer une très forte réabsorption
d’eau au niveau du rein. En conséquence, l’osmolalité plasmatique ainsi que la
concentration en sodium du plasma atteignent des niveaux anormalement bas, cc qui
aboutit à une urine trop concentrée. Ce type de désordre peut être rencontré suite à une
sécrétion d’ADH induite par un stress dont l’origine peut être une situation postopératoire
ou encore un état pathologique tel que le cancer du poumon à petites celltiles.
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1.1.5.1.3. La polydipsie psychogénique
Des prises de quantités anonnalement élevées d’eau peuvent être observées chez des
patients souffrants de troubles psychiatriques. Chez ces personnes, ce volume trop
important d’eau peut conduire à une hypo-osmolalité si la prise d’eati dépasse les capacités
de l’organisme â les éliminer.
1.1.5.2. Désordres dans le métabolisme du sodium
Comme nous l’avons signalé précédemment, des désordres du métabolisme du
sodium s’accompagnent d’une dérégulation des volumes circulants. Parmi les désordres
touchant le métabolisme du sodium, certains sont caractérisés par une perte excessive de cet
ion, comme c’est le cas par exemple dans la maladie d’Adisson, et d’autres, résultent de
pertes « anarchiques » de sodium.
1.2. Le diabète insipide
Dans la première partie intitulée « Désordres dans le métabolisme de l’eau et le
contrôle de l’osmoÏalité », nous avons introduit de manière très succincte le terme de
diabète insipide en mentionnant qu’il s’agissait d’un désordre métabolique caractérisé par
une diurèse anormalement élevée. Comme précisé dans ce préambule, il n’existe pas une,
mais plusieurs foi-mes de diabètes insipides dont, entre autres, les diabètes insipides
centraux et néphrogéniques.
1.2.1. Le diabète insipide central
Ce type de diabète résulte d’une synthèse insuffisante d’AVP par la glande
pituitaire. Le diabète insipide central, ou neurogénique, peut être de nature acquise ou
héréditaire (1).
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La forme acquise survient lorsque la glande a subi des dommages comme par
exemple suite à un traumatisme crânien ou à une tumeur cérébrale; cependant d’autres
causes sont également possibles comme par exemple suite à des réactions auto-immunes ou
à des maladies granulomateuses.
La forme héréditaire est causée par des mutations autosorniques dominantes ou
récessives du gène de l’A VP-NFII (2).
1.2.2. Le diabète insipide néphrogénigue
Si le diabète insipide central se caractérise par une incapacité de la glande pituitaire
à sécréter l’AVP, le diabète insipide néphrogénique (DIN) est causé par une incapacité des
cellules rénales à répondre à l’AVP et ce, malgré une concentration d’AVP circulante
normale ou élevée. Ce type de diabète peut être également de nature héréditaire ou acquise.
Le DIN dans sa fonne primaire, ou héréditaire, est le plus souvent causé par des mutations
affectant les gènes codants pour le récepteur à la vasopressine de type 2, l’A îRR2, ainsi que
pour le canal hydrique dépendant de la vasopressine, l’AQP2 (11), (24). La forme acquise,
ou secondaire, peut survenir suite à un traitement au lithium dans les pathologies
psychiatriques mais également suite à la prise d’antidépresseurs tricycli ques, d’ inhibiteurs
de la recapture de la sérotonine ainsi que de neuroleptiques (17). Certaines pathologies
rénales peuvent aussi entraîner un DIN dans sa forme acquise, comme par exemple des
obstructions des voies urinaires, le syndrome néphrotique et l’insuffisance rénale (25).
1.2.2.1. DIN primaire ou héréditaire
Le DIN héréditaire est une pathologie relativement rare : par exemple la fréquence
de cette maladie au Québec est de 8,8 par million d’habitants (26). La majorité des patients
atteints de DIN dans sa fonne héréditaire sont de sexe masculin (90%) et présentent des
mutations au niveau du gène codant pour l’AVPR2. Les 10% restant de DIN héréditaires
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présentent un mode de transmission autosomique récessif ou dominant avec atteinte de
l’intégrité du gène codant l’aquaporine-2, membre de la famille des aquaporines (AQPs) et
situé dans la région q13 du chromosome 12 (27). Enfin, une troisième forme de D1N
héréditaire est le syndrome de Bartter qui touche la partie large de la branche ascendante de
Renie, lieu principal de la réabsorption de sodium du néphron.
1.2.2.1.1. Rôle de l’AVPR2
Les mutations affectant le gène de l’A VPR2 entrafnent le plus souvent des pertes de
fonctions ou une séquestration de l’AVPR2 conduisant à sa dégradation prématurée (24),
(28). De part son mode de transmission, lié à l’X, seuls les sujets de sexe masculin sont
atteints de ce type de DIN (1). Chez ces patients, une mutation au niveau de l’A VPR2
entraîne le tableau clinique suivant: périodes de déshydratation, d’hypematrémie et
d’hyperthermie. Chez des enfants, l’ensemble de ces signes peut conduire à des épisodes de
déshydratation hypertonique compliqués, associés le plus souvent à des convulsions
pouvant entraîner la mort en cas de diagnostic tardif Cependant, le diagnostic tardif ou le
traitement inadéquat pendant l’enfance s’accompagnent le plus souvent d’un retard mental
et physique ainsi que d’une insuffisance rénale (29), (30). Les seuls moyens existant à
l’heure actuelle pour contrer les effets du DIN lié à l’X sont un apport hydrique suffisant
adapté aux besoins du patient, un régime pauvre en chlorure de sodium ainsi que
Î’ administration de diurétiques (30).
Il existe à ce jour plus de 183 mutations affectant FA VPR2 et induisant un DIN lié à
l’X dans plus de 239 familles disséminées à travers le monde (1), (31). Parmi l’ensemble de
ces mutations, une majorité sont des mutations fauxsens (50%), mais on retrouve
également des mutations entraînant un décalage du cadre de lecture (27%), des mutations
non-sens (11%), de larges délétions (5%), des délétions ou insertions en phase (4%), des
mutations au niveau du site d’épissage et enfin une mutation complexe.
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1.2.2.1.2. Rôle des aquaporines (AQPs)
À la suite d’études de perfusion de dDAVP, ou 1-desarnino[8-D-arginine]
vasopressine, et de caractérisation de phénotypes de patients et patientes atteints de DIN,
une seconde forme de cette maladie a été découverte dont la mode de transmission n’est pas
lié à l’X. En effet, chez un patient atteint de DIN héréditaire, des mutations affectant les
deux allèles du gène codant pour l’AQP2, un membre de la famille des aquaporines, furent
découvertes (1 ),(32).
La perméabilité à l’eau des structures tubulaires et vasculaires impliquées dans le
mécanisme de contre-courant est déterminée par la présence de canaux à eau appartenant à
la famille des aquapoiines (33). À l’heure actuelle, cette famille se compose de 10
membres, dénommés de AQPO à AQP9, répartis en deux classes: les aquaporines
présentant une exclusivité de transport dc l’eau, les AQPO, 1, 2, 4, 5 et les
aquaglycéroporines permettant le passage d’eau mais également de glycérol, les AQP 3, 7
et 9 (33), (34). La première de ces aquaporines à être identifiée fut l’AQPl qui s’insère
dans les membranes plasmiques sous forme d’homotétrarnères. Chaque monomère se
compose de six hélices insérées de manière oblique dans ta membrane et délimitant ainsi le
canal par lequel l’eau va passer (33), (35). Ces aquaporines sont distribuées dans de
nombreux types cellulaires différents comme par exemple l’oeil, le cerveau, le rein, les
poumons pour l’AQPI et le tubule collecteur rénal pour l’AQP2 (33), (36). Cependant, la
présence à la membrane plasmique des canaux AQP2 est sous-jacente à l’action de l’AVP.
En effet, les molécules d’AQP2 sont séquestrées dans des vésicules intracellulaires et
seront adressées à la membrane suite à une stimulation par l’AVP (Figure 8. Expression
membranaire des AQP2 page 23) (33), (36).
À l’heure actuelle, 32 mutations du gène codant l’AQP2 sont identifiées parmi
lesquelles on peut distinguer des mutations faux-sens (65%), des mutations avec décalage
du cadre de lecture suite à des délétions ou à des insertions (23%), des mutations non-sens
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(8%) et enfin des mutations au niveau du site d’épissage (4%) (1), (11). La majorité des
mutations de l’AQP2 entraînant un DIN autosomique dominant se trouvent localisées dans
la partie carboxy-terminaÏe du gène alors que les mutations récessives se répartissent dans
tout le gène (37).
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figure 8. Représentation schématique de l’expression membranaire des AQP2
1.2.2.1.3. Syndrome de Bartter
Lorsque le filtrat gagne la branche descendante de l’anse de Henle, il est concentré
du fait de la grande pennéabilité de ce segment à l’eau mais non aux ions (voir section
1.1.3). Par la stiite, dans la branche ascendante fine, imperméable à l’eau mais pas aux ions,
le filtrat présente une concentration en chlorure de sodium plus élevée que le milieu
interstitiel ce qui conduit à sa dilution par perte de sodium et entrée d’urée. Cette dilution se
poursuit lorsque le filtrat arrive dans la branche large de l’anse, qui est comme la branche
fine, imperméable à l’eau mais hautement perméable au sodium: 30% de la quantité totale
de sodium réabsorbé dans le néphron l’est à ce niveau (1). En effet, les cellules de ce
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segment, qui sont imperméables à l’eau, présentent à différents niveaux plusieurs
transporteurs dont te rôle principal est la réabsorption sélective de sodium afin de rétablir
l’hypotonicité du filtrat tubulaire
• Un transporteur dit tritransporteur Na-K-2C] (NKCC 2) responsable de
l’entrée de chLore, de sodium et de potassium dans la cellule au niveau luminal;
• Un canal responsable de ta sortie de potassium de la cellule, le canal
ROMK;
• Un canal dit CLCNKB responsable de la sortie de chlorure de la cellule
au niveau basal grâce à l’action d’une sous-unité, la barttine (Figure 9.
Réabsorption du sodium dans la branche ascendante de l’anse de Henle page 25).
Le syndrome de Bailler est une maladie héréditaire qui se caractérise par une perte
de chlorure de sodium, une alcalose métabolique hypokaliémique ainsi que par une
incapacité à concentrer ou à diluer les urines (1). Ce tableau clinique provient de désordres
fonctionnels des cellules de la partie large de la branche ascendante de l’anse de Henle. En
effet, les gènes codant les transporteurs responsables de la réabsorption du sodium peuvent
être te siège de mutations conduisant à l’apparition de syndromes de Bartter:
• Si les mutations touchent le gène codant pour le tritransporteur NKCC2
alors le syndrome de Bartter sera dit de type I (38);
• Si le gène touché code pour le canal ROMK alors le syndrome sera de
type II (39);
• Lorsque les mutations touchent les gènes du canal CLCNKB et de la
barttine alors les syndromes seront de type III et IV (40), (41), (42).
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1 .2.2.2. DIN secondaire oti acqUis
Le DIN acquis est beaucoup plus fréquent que les formes héréditaires. Cependant, la
plupart du temps il est partiel et relève de nombreuses causes il n’est que la conséquence
d’autres pathologies, comme par exemple l’insuffisance rénale chronique. Il peut également
apparaître suite à l’emploi excessif de médicaments, comme les sels de lithium indiqués
dans le traitement de certaines pathologies psychiatriques; enfin, il peut être secondaire à un
trouble électrolytique, comme une hypokaliémi e ou une hypercal cémi e.
1.2.2.2.1. L’insuffisance rénale chronique ou IRN
Le DIN acquis est relativement ftéqtient chez les persoimes atteintes d’insuffisance
rénale car la majorité des patients souffrant de cette pathologie présentent des réductions de
figure 9. Réabsorption du sodium dans la branche ascendante de l’anse de Henle.
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leur capacité concentrer les urines du fait de la destruction d’une partie de leur
«population)) de néphrons. En effet, ati cours de l’insuffisance rénale, cette perte de
capacité à concentrer les urines est, en partie, liée à une augmentation de l’excrétion de
solutés par néphron fonctionnel (25).
1.2.2.2.2. DIN et médicaments
La cause la plus fréquente de DIN acquis suite à l’emploi de médicaments est
l’administration chronique de lithium pour traiter certaines pathologies psychiatriques, en
particulier les psychoses maniacodépressives (43). Le mécanisme proposé pour expliquer
l’implication du lithium dans l’anomalie de concentration des urines serait une inhibition
précoce de la voie de signalisation activée par l’AVP et bu une diminution de l’expression
de l’AQP-2 à la membrane apicale (17), (44). D’autres médicaments inhibiteurs de l’AVP
sont impliqués dans l’apparition dii DIN dans sa forme acquise les antidépresseurs
tricycliques, les inhibiteurs de la recapture de la sérotonine, ainsi que les neuroleptiques
(17).
1.2.2.2.3. Kypercalcérnie oci hypokaliémie
Chacune de ces pathologies peut entraîner l’apparition d’un DIN secondaire
caractérisé par une résistance des cellules rénales à Ï’AVP. Ces deux anomalies sont
associées à des défauts de la réabsorption de chlorure de sodium au niveau de la branche
ascendante large de l’anse de Henle et de la capacité de l’AVP à augmenter la perméabilité
hydrique dans le tube collecteur. Cependant, le défaut de concentration est moins sévère
dans le cas de l’hypokaliémie que dans le cas de l’hypercalcémie (45).
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La régulation ainsi que le maintien des volumes circulants sont deux
éléments essentiels de la vie de tout organisme vivant. Le principal acteur de cette
régulation est le rein, qui, de par son anatomie et sa physiologie complexes, est en charge
dejatiger, en fonction des conditions environnantes, ce qui doit être éliminé ou au contraire
conservé. Une des principales fonctions de cet organe et la réabsorption/élimination de
l’eau suite à l’action d’une hormone spécifique, l’AVP, sécrétée uniquement lorsque les
conditions physiologiques le nécessitent et n’agissant qu’au niveau d’un segment particulier
dti rein, le tubule collecteur. Ce lieu d’action est déterminé par la présence de récepteurs
spécifiques à l’hormone, les récepteurs à la vasoprcssine de type 2 à la surface des cellules.
Une pathologie rare, le diabète insipide néphrogénique est causée, entre autres, par des
défauts de structure et de fonction de ces récepteurs. Ces anomalies de structure et de
fonction sont en fait causées par des défauts au niveati du gène codant ces récepteurs. Il
semble désonnais intéressant d’étudier plus en détails les caractéristiques structurales et
fonctionnelles des récepteurs à l’AVP et plus précisément des récepteurs de type 2
(AVPR2).
Chapitre 2




Comme mentionné auparavant, l’honnone antidiurétique exerce pLusieurs fonctions
totalement différentes : rôle dans la réabsorption dc l’eau, dans l’agrégation des plaquettes,
dans la stimulation de sécrétion d’ACTH, dans la régulation de fonctions somatiques telle
que la pression artérielle, etc. Celle diversité d’action de I’AVP est étroitement liée à la
stimulation de ses récepteurs spécifiques qui sont subdivisés en trois classes t les récepteurs
Vi vasculaires (Via), les récepteurs Vl pituitaires (Vib ou V3). et les récepteurs V2
rénaux (V2R ou AVPR2 pour argitiine vasopressin receptor 2) (2), (23). Chez l’homme, et
la plupart des vertébrés, l’AVP, est, entre autres, responsable de la perméabilité du rein à
l’eau. Elle exerce son eflèt via ses récepteurs spécifiques localisés exclusivement au niveau
des cellules du tubule collecteur: les récepteurs à la vasopressine, ou AVPR2. De
nombreuses études d’invalidation génique ont permis de mettre en évidence l’étroite
relation existant entre l’apparition d’un diabète insipide néphrogénique héréditaire et le
gène codant l’A VPR2 (46). (47), (48), (49). (50).
Suite à une présentation générale des récepteurs à l’AVP, la classe de récepteurs à
laquelle ils appartiennent, leurs structures ainsi que leurs voies de signalisation activées
suite à leurs stimulations, nous nous intéresserons plus particulièrement aux récepteurs V2.
2. Les récepteurs à la vasopressine et DIN
2.1. Les types de récepteurs
La vasopressine transmet ses informations aux cellules cibles par l’intermédiaire de
ses trois récepteurs t les récepteurs Vi vasculaires (Via), les récepteurs Vi pittiitaires (Vlb
ou V3), et les récepteurs V2 rénaux (V2R ou AVPR2). Il faut ajouter à cette liste les
récepteurs de l’ocytocine (ROT) présents chez la femme allaitante et régulant le
métabolisme du gaÏactose et la tonicité utérine au moment de (‘accouchement (22).
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2.1.1. Classe de protéine
Chacun des récepteurs de I’AVP a été abondamment cloné et séquencé. 11 ressort de
ces travaux qu’ils appartiennent tous à la famille des récepteurs à sept passages
transmembranaires (TM) dont la sigralisation se fait par l’intermédiaire d’une protéine G
hétérofrimérique : ce sont donc tous des RCPG, ou récepteurs couplés aux protéines G (5 1),
(52), (53). Cette super famille regroupe le plus grand nombre de récepteurs connus: il y a
près de $00 gènes et pas moins de 1000 RCPG identifiés à l’heure actuelle pamli lesquels
on retrouve la rhodopsine, les récepteurs oc et 13 adrénergiques, muscariniques etc. (1), (54),
(55) (Figure 10. Les récepteurs couplés aux protéines G).
figure 10. Les récepteurs couplés aux protéines G
Chacun des RCPG est obÏigatoirement associé à une protéine G, appartenant toutes
à la famille des hydrolases régulatrices de nucléotide à guanosine triphosphate (GTP).
Chaque protéine G se compose de trois sous-unités (Oc, 13 et y) dont le rôle est de
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effecteurs intracellulaires. Les nombreuses protéines G sont divisées en quatre
classes principales
• Les protéines Gs qui activent l’adénylate cyclase
• Les protéines Gi qui inhibent l’adénylate cyclase
• Les protéines Gq qui activent la phospholipase C
• Enfin, les protéines G12113 dont les fonctions exactes ne sont pas connues.
2.1.2. Localisation et voie de signalisation
Dans cette section ne seront traités que les récepteurs Via, Vib et ROT. L’AVPR2
fera l’objet d’une section spéciale ultérieurement (section 2.2).
2.1.2.1. Les récepteurs Vla
Ces récepteurs sont localisés principalement dans les celltiles hépatiques, les
cellules des muscles lisses vasculaires ainsi que dans les plaquettes. Cependant, on en
trouve également dans le rein, tes organes reproducteurs, le cerveau, la rate ainsi que dans
certaines cellules cancéreuses.
Suite à la liaison de l’AVP, les récepteurs Via, couplés aux protéines Gq/ll, vont
activer la phospholipase C (PLC) ce qui conduit à la production de diacylglycérol (DAG) et
d’inositol-i,4,5 triphosphate (lP3). Ce dernier, de par ses propriétés hydrosolubles et de
diffusion, servira de second messager et conduira à une mobilisation intracellulaire de
calcium à partir du réticulum endoplasmique et entraînera une réponse physiologique telle
que l’agrégation plaquettaire. la glycogénolyse hépatique ou encore une vasoconstriction au
niveau des vaisseaux sanguins (56).
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2.1.2.2. Les récepteurs Vlb
Ce sous-type de récepteurs à l’AVP, également appelé V3, a été initialement
identifié à la surface des cellules corticotropes. Il semble désormais acquis que ce type de
récepteurs ne soit pas retrouvé exclusivement dans ce tissu les cellules rénales,
encéphaliques, pancréatiques et surrénaliennes expriment également ce récepteur.
La voie de signalisation engendrée suite à la liaison de l’AVP sur les récepteurs Vlb
est hautement similaire à celle retrouvée dans le cas des récepteurs Via : activation d’une
phospholipase, production de DAG et d’1P3 entrafnant une mobilisation du calcium
intracellulaire. Cependant, il semblerait que ce sous-type de récepteur soit couplé avec les
protéines Gq/1 1, activatrices de la phospholipase C, mais également avec les protéines Gi,
inhibitrices de l’adénylate cyclase (57). Ce sous-type de récepteurs est directement
responsable de la sécrétion d’ACTH par l’antéhypophyse.
2.1.2.3. Les récepteurs de l’ocytocine
Ces récepteurs sont exprimés exclusivement chez la femme au niveau des cellules
de l’endomètre, du rnyomètre utérin, de la glande mammaire et leur nombre varie avec les
phases du cycle ovarien ainsi qu’en période d’allaitement (53).
La voie de signalisation suite à la liaison de l’AVP aux récepteurs ROT est, comme
dans le cas des récepteurs de type Vi (Vla et Vlb), couplée à la phospholipase C, suite à
l’activation des protéines Gq/i 1.
2.2. Les récepteurs a la vasopressine de type2 : Les AVPR2
Ces récepteurs sont exprimés, au niveau du rein, exclusivement à la membrane
basolatérale des cellules principales du tubule collecteur de la médullaire interne. Ils sont
responsables de l’action antidiurétique de l’AVP: suite à la liaison de celle-ci, l’AVPR2 va
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déclencher une cascade intracellulaire aboutissant à l’expression de molécules d’AQP2 au
niveau de la membrane luminale des cellules principales. Ces canaux hydriques permettront
une réabsorption d’eau importante entre le sang et le tubule collecteur avec pour
conséquence une concentration de l’urine à éliminer. Cependant, une déficience ou
anomalie d’une quelconque étape de la cascade de signalisation sera à l’origine d’une
imperméabilité à l’eau des cellules dti ttibule collectetir et donc d’un diabète insipide
néphrogénique.
La partie qui suit sera consacrée à un rappel des notions entourant les AVPR2 ainsi
qu’à une analyse moléculaire du gène codant ce réceptetir.
2.2.1. Généralités des AVPR2
2.2.1.1. Classe de protéine
Les nombreuses études de clonage moléculaire de l’AVPR2 ont confirmé
l’appartenance de ce récepteur à la grande famille des RCPG. Sa structure générale révèle,
comme l’ensemble des autres récepteurs à l’AVP, sept hélices transmembranaires
hydrophobes, trois boucles intracellulaires, 3 boucles extracellulaires, une extrémité amino
terminale extracellulaire et une extrémité carboxy-terminale intracellulaire. De plus, ce
récepteur présente la « structure biochimique » caractéristique de la plupart des RCPG t on
retrouve en effet un site de glycosylation dans les domaines extracellulaires, un pont
disulfure entre deux résidus cystéine hautement conservés dans le troisième segment
transmembranaire et la deuxième boucle extracellulaire, et enfin deux résidus cystéine
palmitoylés dans L’extrémité carboxy-temiinale (23), (58) (Figure Il. Représentation
schématique du récepteur V2 de la vasopressine page 34).
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2.2.1.2. Voie de signalisation
La liaison AVP-AVPR2 est responsable de l’activation de l’adénylate cyclase
couplée spécifiquement à Ï’AVPR2. Contrairement à la protéine G couplée aux récepteurs
Via, Vlb et ROT qui est de type Gq/ll, l’AVPR2 est couplé au sous-type Gs ou
stimulatrice. Cette activation de l’adénylate cyclase, suite à l’hydrolyse d’adénosine
Iriphosphate (ATP), va entraîner une accumulation d’adénosine monophosphate cycliqtie
(AMPc) dans la cellule. Cette accumulation va être à l’origine d’une série d’événements,
activation de protéines kinases, phosphoiylation de moLécules, conduisant à la modification
de la position des microtubules du cytosquelette subapical et à la fusion de vésicules
endocytaires contenant plusieurs molécules d’AQP2, ou agrégophores, à la membrane
luminale (Figure 12. Représentation schématique de la cascade intracellulaire conduisant à
figure 11. Représentation schématique du récepteur V2 humain de la vasopressine
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l’expression des AQP2 suite à la liaison de l’AVP). Cette fusion va permettre
l’enchâssement des molécules d’AQP2 à la membrane ce qui entraînera une augmentation
significative de la perméabilité à l’eau de cette dernière et donc une réabsorption d’eau à
partir du filtrat tubulaire. Un tel mécanisme est dit à court terme car il fait stiite à
l’activation du récepteur et à l’accumulation d’AMPc dans la cellule: or ces molécules
d’AMPc sont rapidement dégradées et la dissociation de l’AVP de son récepteur entraîne
l’internalisatïon des molécules d’AQP2 et donc une réduction de la perméabilité des
cellules à l’eau. Il existe un second mécanisme, dit à long terme, dans lequel l’accumulation
d’AMPc va activer la protéine kinase A (PKA) dont les sous-unités catalytiques vont
diffuser jusqu’au noyau où elles vont, suite à la phosphotylation de protéines régulatrices,
activer la transcription du gène de l’AOP2. Suite à la transcription et à la traduction, les
molécules d’AQP2 sont stockées dans les agrégophores jusqu’à la prochaine stimu]ation
par l’AVP (59), (60).






figure 12. Représentation schématique de la cascade intracellulaire conduisant à
l’expression des AQP2 suite à la liaison de l’AVP
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2.2.2. Analyse moléculaire de l’AVPR2
Le clonage du gène humain codant pour le récepteur de la vasopressine de type 2 a
été réalisé en 1992 par l’équipe de M. Rimbaumer. Cette étude a permis de montrer que
l’ADNc codant ce récepteur était constitué de 1163 nucléotides contenant un cadre de
lecture ouvert (5 1). D’autres travaux ont confirmé l’appartenance de ce récepteur à la
famille des RCPG dont le gène est localisé au tocus 28 du bras long du chromosome X
(Xq28), ce qui correspond à la partie distale du chromosome (1). Ce gène, relativement
petit, 2 kb, est composé de trois exons et de deux introns et code pour une protéine à sept
segments transmembranaircs de la famille des RCPG.
2.2.2. 1. DIN par mutation de l’A 1PR2
Le rôle du récepteur dans l’apparition d’tin DIN a fait l’objet de nombreux travaux
ce qtii a permis de mettre en évidence diverses anomalies de ce gène. En effet, l’équipe de
W. Rosenthal a démontré en 1993 que des patients atteints de DIN héréditaires présentaient
une délétion qui modifiait le cadre de lecture et entraînait une terminaison prématurée de la
transcription du gène (61). Depuis, plus de 183 mutations différentes ont été répertoriées
chez des familles disséminées à travers le monde (1), (26) (Figure Il. Représentation
schématique du récepteur V2 humain à la vasopressine page 34).
La majorité des mutations identifiées sont des mutations faux-sens c’est-à-dire qti’il
y a une substitution d’un acide aminé (aa). dit « normal », par un autre acide aminé, dit
«imitant >. Ce type de mutations entraîne la synthèse d’un récepteur dont la structure est
modifiée sur un acide aminé seulement. Le reste des mutations aboutissent à la formation
d’un récepteur tronqué soit par décalage du cadre de lecture après une délétion ou une
insertion, soit par mutation ponctuelle non-sens c’est-à-dire par création d’un signal de
terminaison, ou codon stop. Enfin, de grandes délétions ont été répertoriées. Plus
récemment, l’équipe du Dr. Bichet a identifié des mutations uniques dites « privées », des
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mutations récurrentes ainsi que d’éventuels mécanismes de mutagenèse (26). (62).
Certaines mutations ont été caractérisées au plan fonctionnel ce qui a permis de valider leur
responsabilité dans l’origine du défaut d’insensibilité du tube collecteur du rein à l’action
de l’AVP. En effet, les études d’expression in vitro des mutations récurrentes ont démontré
que la majorité des récepteurs mutés étaient retenus dans le réticulum endoplasmique et ne
pouvaient gagner la membrane plasmique et donc perdaient leur fonction de signalisation
(1), (11).
2.2.2.2. A VPR2 nonnal et DIN lié à l’X
Plus récemment, le laboratoire du Dr. Bichet a mis en évidence, chez des patients
présentant tous les signes cliniques de DIN, l’absence de mtitations au niveau des gènes de
l’AîPR2 et de t’AOP2 mais une ségrégation parfaite entre le phénotype et les marqueurs du
loctis Xq2$. L’ensemble de ces marqueurs couvre environ 1 mégabase (Mb). En effet,
l’analyse génétique de familles avec un DIN lié à l’X est réalisée par séquençage direct
après amplification de l’ADN génomique par réaction de polymérisation en chaîne, ou
PCR. Cette amplification est rendue possible par l’emploi de diverses amorces spécifiques
du gène du réceptetir rénal de type 2. Or l’éttide de l’ADN de trois familles a révélé un gène
AVPR2 normal par séquençage. Ceci laissait croire que l’apparition du DIN était liée, non
pas à un défaut du récepteur dû à une mutation éventuelle du gène, mais plutôt à une non-
expression de celui-ci. Devant ce constat, les régions amont et aval du gène ont été
amplifiées suivant la même technique PCR avec des couples d’amorces spécifiques. Les
régions étudiées couvrent 50 kb en amont et 20 kb en aval du gène. Au final, trois zones
délétées firent découvertes (de 102 pb, 8 kb et de 11 kb), toutes situées en amont du gène
de l’A VPR2 et ségréguant parfaitement avec le phénotype de DIN lié à l’X. La zone de 102
pb se situant à l’intérieur de la zone de $ kb (f igure 13. Représentation schématique des
délétions en amont de l’A [‘FR2 page 3$).
3$
Family °139 8247 bp deletion
1F
FamiIy F6 102 bp deletion
lu
Family 0140 11,039 bp deletion
I ‘/1
Figure 13. Représentation schématique des délétions en amont de l’AVFR2
Se pose alors la question de savoir si ces zones délétées n’interviennent pas à un
quelconque niveau lors de l’activation de la transcription de l’AVPR2 et ne seraient pas
responsables de l’expression exclusive de ce récepteur dans les cellules du tubule collecteur
rénal. Afin de répondre à cette intelTogation, il convient d’étudier plus en détail le
promoteur de l’A VPR2. En effet, chez les organismes eucalyotcs, quelque soit le gène
considéré, toute activation de la transcription a lieu au niveau du promoteur (63, 64).
Malheureusement l’existence d’un promoteur ne permet pas a elle seule d’expliquer le
mécanisme complexe de la transcription (chapitre 3. La transcription des gènes eucaiyotes).
2.2.2.3. Le promoteur de l’AJ’PR2
L’équipe du Dr. Rossert a étudié le mécanisme de transcription du gène de
l’A kTR2. Il ressort de leurs travaux plusieurs points essentiels à la compréhension du
mécanisme général d’activation de la transcription de ce gène. En effet, cette équipe a mis
en évidence que le promoteur de ce gène est, contrairement à de nombreux gènes
eucaryotes, dépourvu de l’élément initiateur de la transcription, la boite « TATA » (chapitre
3. La transcription chez les eucaiyotes). De plus, lors des expériences visant à caractériser
le site d’initiation de la transcription, premier nucléotide transcrit, il ressort que celui-ci se
trouve très éloigné du site d’initiation de la traduction, qui lui correspond au premier acide
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aminé incorporé dans la protéine. Cependant, grâce à des expériences d’analyse par
«balayage» de la zone amont de ce promoteur, ces chercheurs ont identifié deux régions
importantes en amont du gène qui participent à sa régulation dans des cellules du tubule
collecteur:
• Une région cis-régulatrice (normuéc CIEl pour collecting dtict inhibitoiy
element I) localisée entre 1 et 2 kb en amont du gène, liant tin élément inhibiteur;
• Une séquence cis-activatrice (nommée CSEI pour collecting duct
stimulatoiy element 1) de 33 ph positionnée à plus de 4 kb en amont du gène.
Il a été démontré que cette dernière séquence entraînait tine expression de l’AVPR2
dans les cellules de tubule collecteur mais pas dans les autres liguées; ce qui confirme
l’hypothèse suivant laquelle un élément cis-régulateur serait responsable de l’expression
«tissu-spécifique)> de l’AÏPR2. Cependant, les résultats obtenus par cette équipe
démontrent que les deux séquences identifiées interagissent entre elles, et peut être avec
d’autres éléments, pour réguler la transcription dc l’A VPR2. En effet, il semble que le rôle
de l’élément activatetir. CSE1. serait préférentiellement d’inhiber CIEl plutôt que d’activer
directement la transcription : l’activateur inhiberait l’inhibiteur (Figure 14. Représentation
schématique de la régulation transcriptionnelle de l’A VPR2) (65).
Figure 14. Représentation schématique de la régulation
transcriptionnelle de I’A.t’PR2. CSE1: Collecting duct
stirnulatory element I CIEl Collecting duct inhibitory









Suite â l’observation suivant laquelle des patients atteints de DIN présentaient des
gènes de l’AVPR2 et de l’AQF2 normaux mais étaient atteints de délétions en amont dti
gène de l’AVPR2, il a été suggéré que ces zones délétées pourraient lier des protéines
impliquées dans l’activation de la transcription de ce gène. 11 convient donc de se pencher
plus avant sur l’aspect transcriptionnel des gènes eucaryotes.
3. La transcription chez les eucaryotes
Tout organisme, unicellulaire ou multicellulaire, renouvelle sans cesse son contenu
protéique, soit à des moments précis de la vie des cellules, par exemple au moment
précédent la division cellulaire afin que chaque cellule fille pttisse fonctionner une fois
formée, soit de manière constitutive afin qu’une cellule ait à sa disposition tout le bagage
protéique nécessaire à sa survie. Ce renouvellement, qui est un processus complexe, vise â
donner, à partir de l’ADN une protéine qui pourra ensuite remplir une fonction
physiologique, seule ou grâce à des interactions avec d’autres éléments. La première étape
de ce processus, la transcription, est le transfert de l’information de la molécule d’ADN â
un messager dont le rôle sera de transmettre cette information afin qtie celle-ci soit décodée
et traduite en une protéine fonctionnelle. Le mécanisme nécessaire au bon déroulement de
cette étape présente des caractéristiques communes à bon nombre d’espèces et
d’organismes vivants. Cette conservation et ces similitudes se retrouvent également au
niveau de l’évolution ceci est révélateur de la haute importance de ce processus dans la
pérennisation de la vie des cellules et donc des organismes dans leur ensemble.
Le phénomène de l’expression des gènes eucaryotes étant très complexe, nous ne
nous attacherons à donner ici que les notions essentielles et nécessaires à la bonne
compréhension du déroulement de la transcription. Cette partie sera donc consacrée à des
rappels théoriques concernant les gènes eucalyotes, la transcription de ces gènes et la
régulation de celle-ci.
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3.1. Les gènes eucaryotes
3.1.1. Tvpcs de gènes et de polyrnérases
Du fait de leur complexité et de leur grand nombre de gènes (20 000 différents), les
organismes eucaiyotes, contrairement aux procaiyotes unicelLulaires tels que les bactéries,
les virus etc., ne présentent pas un mais trois types de gènes différents, chacun étant
responsable de la production d’ARN, ou acide ribonucléique, précis:
• Les gènes de classe I : codent pour des protéines constitutives des ARN
ribosomaux (ARNr 1 $S pour la petite sous-unité et ARNr 5.8 et 22S pour la
grande sous-unité);
• Les gênes de classe 11: codent pour de petits ARN impliqués dans
l’épissage (excision des séquences non codantes, les introns) de la molécule
d’ARN messager primaire, les SnARN, ou petits ARN nucléaires. Cependant leur
principale fonction est de coder potir tous les ARN messagers primaires, ou pré
ARNm, donnant les protéines fonctionnelles
• Les gênes de classe ItI : codent pour les ARN responsables de la prise en
charge des aminoacides dans le cytoplasme cellulaire, les ARN de transfert ou
ARNt, en vue de la traduction du messager en protéine. Ils codent également le
dernier ARN ribosomal de la grande sous-unité, l’ARNr 5S.
De la même manière qu’il y a trois classes de gènes, il y a trois types d’ARN
polymérases chargées de transcrire ces gènes. La classification de celles-ci dépend, non
seulement de la classe de gène qu’elles sont chargées de transcrire, mais également de leur
localisation nucléaire. En effet, L’ARN polymérase I, ou ARN p01. I, prend en charge les
gènes de classe I et se situe dans le nucléole alors que les ARN p01. IL et III sont localisées
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dans Ic nucléoplasme, partie du noyau excluant le nucléole, et transcrivent respectivement
les gènes de classe Il et de classe III (66-6$).
Dans la suite de celle présentation, nous ne parlerons plus que des gènes de classe II
dans la mesure où leur expression conduit à la formation de toutes les protéines exprimées
dans une cellule, les autres types de gènes ne codant que pour des ARN ribosomaux et de
transfert.
3.1.2. Structure d’un gène de classe Il
La transcription d’un gène de classe Il débute avec la reconnaissance par l’ARN
pol. 11 d’un site spécifique situé juste en amont du gène : le promoteur ou région
promotrice. Cependant, d’autres régions, dont le rôle est essentiel, sont impliquées dans le
processus de transcription, les régions régulatrices.
3.1.2.1. La région promotrice ou promoteur proximal
Celle région promotrice correspond au voisinage direct du site d’initiation de la
transcription: généralement comprise de -250 à +250 nucléotides par rapport à ce site
d’initiation (noté +1) et comprenant une zone particulière, appelée «coeur» du promoteur,
qui est directement responsable de l’activation de la transcription. En effet, à l’intérieur de
ce coeur se trouve une séquence très conservée au cours de l’évolution, et pour cette raison
appelée séquence consensus, la boite TATA dénommée ainsi du fait de sa richesse en bases
thymine et adénine (69). Cette dernière, située à environ 40 ph en amont du site d’initiation,
est le siège de la formation d’un complexe d’initiation de la transcription formé de
différents facteurs, les facteurs généraux de la transcription ou fT et de l’ARN pol. 11(68-
70). 11 est très important de noter que si celle séquence particulière est présente dans la
majorité des gènes eucaiyotes, certains en sont dépourvus; dans ce cas, la transcription est
initiée grâce à d’autres séquences : « l’élément initiateur », ou Inr pour initiator region,
etlou «l’élément aval du coeur du promoteur », ou DPE pour downstream core promoter
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element (69, 71), (section 3.2.1). L’initiation de la transcription de tels gènes fera appel aux
mêmes facteurs généraux de transcription que les gènes possédant une «boite TATA » plus
quelques protéines particulières (69, 72). Quelques fois, en complément de la boite TATA,
d’autres séquences sont retrouvées, les boites GC et CCAAT. Leur rôle serait de lier des
protéines facilitant le recrutement de l’ARN p01. 11 et/ou des FT (73) (Figure 15. Structure
d’un gène de classe II).
ADN Brin codant ou « sens»
- lit) 40 -30
/Y C’CT boxC box—TATA box
Région(s) régulatrice(s) Région trornotnce ou promoteur proxirnal Région(s)
régulatrice(s)
Figure 15. Structure d’un gène de classe 11
Si les séquences comprises dans cette région promotrice sont nécessaires à
l’activation de la transcription, en particulier la «boite TATA », elles n’en sont pas moins
insuffisantes. En effet, la présence de cette région permet l’initiation de la transcription,
mais les quantités de protéines produites, suite à cette « simple » activation, ne seraient pas
suffisantes pour subvenir aux besoins de la cellule et à son fonctionnement. Un second type
de régions joue un rôle primordial dans le processus de la transcription les régions
réguLatrices.
3.1.2.2. Les régions régulatrices
Comme nous venons de le voir, la région en contact direct avec un gène est le siège
de la formation d’un complexe multiprotéique comprenant l’ARN p01. Il et chargé d’initier
]a transcription de ce gène. Or de nombreuses études ont démontré que ce niveau «basal»
de transcription ne permet d’expliquer les grandes quantités d’ARN messager produites
dans une cellule. La présence d’un second type de régions, les régions régulatrices ou
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séquences cis-régulatrices, permet au contraire d’expliquer ce phénomène. En effet, ces
séquences en permettant la liaison de protéines activatrices, ou au contraire extinctrices
(appelées facteurs trans-régulateurs), contrôlent l’activation de la transcription. Il semble
désormais acquis que de telles séquences portent la responsabilité de l’expression «tissu-
spécifique» et/ou temporelle des gènes (74-76).
La caractéristique principale de ces séquences est qu’elles peuvent se situer à de très
grandes distances des gènes qu’elles régulent, comme c’est le cas par exemple dti LCR, ou
locus control region, du gène de la bêta-globine situé à plus de 20 kb en amont de ce
dernier (77). Cependant d’autres caractéristiques surprenantes ont été découvertes
concernant ces régions elles sont actives quelque soit leur localisation, en amont, en aval
ou même à l’intérieur des gènes qu’elles contrôlent et quelque soit leur orientation par
rapport au gène (7$).
Le mode d’action de ces séquences n’est pas totalement compris, mais il semble que, du fait
de leur éloignement par rapport au gène, la molécule d’ADN forme une boucle afin de rapprocher les
protéines liées sur cette séquence et les ET du complexe d’initiation liés au niveau du promoteur
(figure 16 Activation à distance des gènes par une séquence activafrice). Ces dernières années, ce
type de séquence a fait
l’objet de nombreuses
recherches ce qui a
permis l’identification et
la caractérisation d’un
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3.2. La transcription d’un gène de classe II
Cornmc il a été mentionné auparavant. la transcription est le premier niveau de
contrôle de l’expression des gènes et les deux types de séquences introduites dans les
pal-tics précédentes participent activement à celle-ci (sections 3.1.2.1 et 3.1.2.2). Ce
processus, indispensable à la survie de toute celltlle, met en jeu différents complexes
protéiques chargés d’initier la transcription en se liant â ces séquences particulières et petit
être divisé en trois étapes l’initiation, l’élongation et la terminaison. Chacune de ces étapes
a un rôle bien défini l’initiation est l’étape d’assemblage de la machinerie protéique sur le
promoteur et permet l’initiation de la formation du transcrit; l’élongation représente la
phase d’allongement de ce transcrit et enfin la terminaison qui correspond au
désassemblage des complexes protéiques. Cependant, l’étape essentielle est l’initiation dans
la mesure où c’est à son niveau que va se décider si la transcription aura lieu ou non et c’est
avec ses composantes que les régions régulatrices vont pouvoir interagir et contrôler la
transcription.
3.2.1. L’initiation
Pendant la phase d’initiation, se forme un complexe de pré-initiation, ou CPi,
composé de facteurs généraux de transcription (fT) et de l’ARN polymérase II. Les
facteurs généraux sont au nombre de six (TFIIA, B, D, E, F et H; exemple, TFIIA pour
facteur de transcription A pour la polymérase il) et lient le promoteur suivant un ordre bien
précis, (68, 70, 72, 83).
Les facteurs les plus importants sont les facteurs TFIID, TfI[B et TFIIF : les deux
premiers cités sont en charge de reconnaître et lier la «boite TATA» et le troisième lie et
active l’ARN polymérase avant que celle-ci ne rejoigne le promoteur. En effet, TFIID,
complexe protéique composé d’une sous-unité, la TBP (TATA box-binding protein), liant
spécifiquement la séquence consensus de la boite TATA, ainsi que de 13 autres protéines,
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les TAFs (TBP-associated factors), est le premier facteur général de la transcription à se lier
au promoteur (64). TFIIB est un simple polypeptide interagissant avec la TBP et le segment
d’ADN amont dont le rôle est de stabiliser la fixation de TfllD (69, 84). Cependant,
certains promoteurs possédant des boites TATA présentent immédiatement avant celle-ci
l’élément BRE (TfIIB recognition element) chargé de faciliter la liaison du facteur TFIIB
dans le complexe d’initiation et donc sa formation ($5). Les autres facteurs sont moins
importants du fait que leurs rôles semblent se limiter à stabiliser le complexe et donc à
faciliter le recrutement successif des FT suivants (69). Les promoteurs ne possédant pas de
boite TATA mais un élément lnr ou un DPE, ou éventuellement les deux ensemble, lieront
de la même manière les facteurs généraux de la transcription et le facteur TFIID.
Cependant, plutôt que la TBP, il semble que des TAFs spécifiques de TFIID soient
impliqués dans sa liaison au promoteur: par exemple TAF1115O et TAF11250 pour l’lnr,
nouvellement renommés respectivement TAf2 et TAF 1; et TAF1160 et TAF1140, renommés
respectivement TAF6 et TAF 9, pour le DPE ($4. $6-8$).
En définitive, quelque soit le type d’élément initiateur présent dans le coeur du
promoteur, le mécanisme de la fonnation du complexe d’initiation ne varie pas: une fois le
facteur TFIID lié, les autres composants vont s’assembler successivement les uns après les
autres : tout d’abord Tf liA, puis TEIÎB puis le complexe ARNpolII-Tf11F, ensuite TF 11E
et enfin TFILH (72). Préalablement à sa liaison au promoteur, l’ARN polymérase doit être
«activée» par TFIIF; cette activation est en fait une liaison de sous-unités de TFIIH,
Rap3O et Rap74, ce qui a pour but d’augmenter l’affinité de l’enzyme pour le complexe en
formation (69) (Figure 17. La machinerie transcriptionnelle eucalyote page 4$). Le rôle de
la liaison de TF1IE au complexe en cours de formation, est d’étendre la zone de contact
entre l’ARN polymérase et l’ADN en aval (dans le sens 3’) ce qui conduira à la libération
de l’enzyme du complexe et au démarrage proprement dit de la transcription. Cependant,
une autre étape-clé à la polymérisation de la molécule d’ARN est la phosphoiylation de la
polymérase par une sous-unité du facteur TFIIH qui est une protéine kinase : tant que la
polymérase n’est pas sous une forme hyperphosphoiylée, elle ne peut pas progresser te long
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de la molécule d’ADN ($9). Ce facteur intervient également à un autre niveau lors du
processus de la transcription de par ses propriétés hélicase, Tf 11H permet le
désappariement des deux brins d’ADN et donc la progression de l’ARN polymérase le long
de l’ADN (90).
Figure 17. La machinerie transcriptionnelle eucaryote
3.2.2. L’élongation, la terminaison et la maturation du messager
Lorsque cet assemblage est terminé et que l’ARN polymérase a débuté la synthèse
du brin d’ARN, le processus entre dans la phase d’élongation l’ARN polyrnérase copie le
brin d’ADN codant, ou brin sens, en ajoutant les nuctéotides pour former un messager (91).
Quand la polymérase atteint le site d’arrêt, ou codon stop, elle se détache de la matrice
d’ADN et relâche un transcrit dit primaire (pré-ARNrn) comportant à la fois la copie des
régions codantes (exons) et des régions non codantes (introns) de l’ADN. Par la suite ce






















• Excision des introns, ou épissage (92, 93);
• Ajout d’une coiffe à l’extrémité 5’. ou «capping» : rôle important dans
l’initiation de la traduction et dans la protection de la molécule d’ARNm contre les
attaques de phosphatases et/ou de nucléases (94):
• Ajout d’une queue «polyA» à l’extrémité 3’ t environ 250 nucléotides
adénine sont ajoutés au transcrit primaire dont le rôle serait d’aider au passage de
l’ARNrn dans le cytoplasme et d’augmenter sa stabilité en le protégeant lors de la
traduction (95, 96).
Il est à noter que ces deux derniers événements surviennent relativement tôt lors de
la transcription. En effet, la fixation de la coiffe à l’extrémité 5’ intervient avant même la
fin de la transcription et l’ajout de ta queue polyA a lieu dès qu’un facteur particulier, le
CPSF (pour facteur spécifique du clivage et de la polyadénylation), reconnaft le site de
polyadénylation à l’extrémité 3’ du gène. De plus il faut remarquer que cette étape de
polyadénylation n’est pas indépendante de la transcription. En eflet, le facteur CPSF est
recruté par TFIID au moment de l’initiation, avant même que celui-ci ne soit lié au
complexe. Par la suite, lorsque l’ARN polymérase LI démarre la transcription, le CPSF est
transféré de TFIID à La polymérase qtli Le véhicule tout en transcrivant l’ARN. Lorsque la
séquence de polyadénylation est synthétisée par la polymérase, le facteur CPSF s’y lie et la
polyadénylation démarre (95, 96). Par la suite le messager mature, ou ARNm, est exporté
du noyau en direction du cytoplasme, et pltts précisément dans le réticulum endoplasmique
où il sera traduit en une protéine qui subira diverses modifications visant à la rendre
fonctionnelle. Celle-ci, suivant sa « spécialisation » rejoindra le noyau si c’est un facteur dc
transcription ou une protéine régulatrice, la membrane cytoplasmique si c’est une protéine
membranaire, comme l’AVPR2 par exemple, ou enfin restera dans le cytoplasme si c’est
une protéine des ribosomes par exemple.
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Après avoir décrit le processus de l’initiation de la transcription, en particulier les
différents acteurs ainsi que leur niveau d’implication, nous pouvons voir et comprendre
l’importance des régions régulatrices. En effet, le rôle de ces régions régulatrices est de lier
des protéines, activatrices ou inhibitrices, qtli, par des interactions de type protéine-protéine
vont pouvoir influer sur la formation du complexe de pré-initiation en interagissant
potentiellement, et de manière très étroite, avec chacun des facteurs de ce complexe (97,
98). Lorsque la séquence régulatrice liera une protéine activatrice, cette dernière agira soit
en augmentant la vitesse de formation du complexe, comme par exemple TSEI dans le cas
du gène du collagène de type I, soit en séquestrant une protéine inhibitrice, comme par
exemple CSE1 dans le cas de l’AVPR2 (65, 99), (section 2.2.2.3). Si la région régulatrice
lie une protéine inhibitrice, celle-ci empêchera la formation du complexe en séquestrant un
facteur de transcription et l’empêchant ainsi de rejoindre le complexe en cours de formation
(76). Quelque soit le rôle de la région régulatrice, activatrice ou inhibitrice, celle-ci peut
exercer son effet soit directement soit indirectement sur l’activation de la transcription les
protéines liant ces régions peuvent en effet interagir soit directement avec les facteurs du
complexe, soit par l’intermédiaire d’autres protéines. Cette dernière possibilité permet de
mieux comprendre le mécanisme d’action de ces régions décrit à la section 3.1.2.2 des
protéines servant de
«pont» entre les protéines
liant les zones régulatrices
et les facteurs de
transcription permettraient
le rapprochement de ces
deux régions très éloignées.
(Figure 17. La machinerie
transcriptionnelle eucaiyote
page 4$ et figure 18).
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Afin dc confirmer l’hypothèse suivant laquelle les zoiies délétées chez les patients
atteints de DIN lié à l’Xjoueraient un rôle dans l’activation de la transcription de l’AVPR2
et porteraient la responsabilité de l’expression «tissu-spécifique » de l’A [‘FR2, il convient
d’étudier en détail leur rôle. Les techniques ainsi que les expériences décrites dans ce
chapitre doivent permettre une meilleure compréhension de ce phénomène. Cependant,
devant la complexité des manipulations à réaliser, nous nous sommes d’abord focalisés stir
la zone délétée de 102 pb en amont de I’ÂVPR2, appelée par la suite DE, pour distal
element.
4. Matériels et méthodes
Les travaux effectués dans le but de comprendre le mécanisme de l’expression de
I’AtPR2 sont menés en étroite collaboration avec l’équipe du Dr. Rossert de l’Unité
INSERM 356 de l’Université Pierre et Marie Curie de Paris, France. L’ensemble des
techniques et matériels tels que les protocoles et les lignées cellulaires nécessaires à ces
expériences ont été gracieusement fournis par cette équipe.
4.1. Lignées et culture cellulaires
Le laboratoire du Dr. Rossert a mis au point différentes lignées celltilaires issues de
cellules primaires de cortex de lapin présentant chacune des caractéristiques rénales ainsi
qu’une grande facilité d’utilisation. Parmi cette large banque cellulaire, nous nous sommes
limités à ne retenir pour nos manipulations que trois types cellulaires t des cellules
présentant des caractéristiques de cellules principales du tubule collecteur, des cellules
ayant des caractéristiques dc cellules du tubule proximal et enfin une troisième lignée
totalement différente sur le plan phylogénique, des fibroblastes.
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4.1.1. Cellules du tubule proximal
Lors de nos expériences, les cellules présentant des caractéristiques de cellules de
tubule proximal, sont les cellules RC.SV1. L’équipe du Dr. Rossert a obtenti ces cellules
suite à l’infection de cellules isolées de cortex de lapin par le virus simien 40 (SV4O) de
type sauvage. Celles-ci présentent toutes les caractéristiques des cellules du tubule
proximal présence de microvillosités à la membrane apicale, fortes expression
d’hydrolases au niveau de la bordure en brosse, transport de glucose dépendant du sodium
et enfin, production importante d’adénosine monophosphate cyclique, AMPc, suite à une
stimulation par l’hormone parathyroïdienne, PTH. Il faut toutefois noter, que ces cellules,
bien que ne devant pas exprimer les récepteurs V2, répondent malgré tout à une stimulation
par l’agoniste de l’AVP, la dDAVP, par une légère accumulation d’AMPc (100). De par
ces caractéristiqties, l’utilisation de ces lignées devrait permettre de confirmer la présence
de séquences spécifiques au tissu rénal, dans nos zones d’intérêt responsables de
l’expression de l’A VPR2, ou effet «tissu-spécifique». Ces cellules seront appelées Vil par
la suite.
4.1.2. Cellules du tubule collecteur
La lignée cellulaire permanente RC.SVtsA58 utilisée dans cette étude est obtenue
suite à l’infection de cellules tubulaires corticales isolées par le mutant tsA58 du virus
SV4O sensible à la température. Le phénotype de ces cellules est le même que les cellules
principales du tubule collecteur elles expriment le récepteur V2 à leurs membranes, elles
sont sensibles à l’AVP, elles expriment à leurs surfaces la molécule d’adhésion Li, elles
répondent à une stimulation par la bradykinine, l’isoproterenol et les prostacyclines E2
(101-103). L’utilisation de cette lignée doit permettre de démontrer d’une part que,
l’A VPR2 est exprimé, et d’autre part que les zones étudiées présentent des séquences
spécifiques responsables de cette expression dans les cellules du tubule collecteur, ou effet
«cellule-spécifique». Ces cellules seront appelées par la suite V47.
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4.1.3. Lignée témoin
L’emploi d’une lignée cellulaire autre que rénale, en l’occurrence une lignée
fibroblastique de type C3H lOTi! 2, et pour cette raison nommée IOT1/2, s’explique par le
fait que celle-ci ne présente aucune activité d’expression de l’A VPR2 et que les séquences
étudiées ne doivent avoir aucun effet sur l’expression du gène rapporteur.
4.1.4. Culture cellulaire
Les cellules V47 sont cultivées et entretenues à 33°C à cette température le
génome du virus est exprimé et permet une croissance cellulaire rapide ainsi qu’une
transformation dti phénotype des cellules. En effet, celles-ci acquièrent toutes les
caractéristiques des cellules du tubule collecteur à 33°C, qui correspond à la température
permissive pour l’expression du génome viral, alors qu’à 39°C, température restrictive, les
cellules retrouvent leur phénotype d’origine et cessent de se diviser. Les deux autres
lignées, Vil et iOTi/2 sont cultivées quant à elles à 37°C (100, 101).
Les deux lignées de cortex rénal croissent dans un milieu défini afin de préserver
leurs caractéristiques propres aux cellules du tubule collecteur, pour les V47, et aux cellules
de tubule proxirnal pour les Vil (milieu DMEM -Dulbecco’s modified Eagle’s medium
enrichi) à 2% de sérum de veau foetal (SVF); la lignée de fibroblastes quant à elle est
entretenue dans un milieu DMEM simple à 10% de SVF comme décrit par A. Calmont (65,
101). Les expériences de transfection ont lieu lorsque les cellules atteignent
approximativement 70 à 80% de confluence (65).
Chacune de ces lignées est transfectée par la séquence supposée activatrice de 102
pb ainsi que par différentes constructions de celle-ci présentant des séries de mutations.
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4.2. Constructions
Deux types de constructions différentes ont été réalisées, la première devant
démontrer l’effet du DE dans les lignées rénales versus la lignée fibroblastique, et la
seconde visant à mettre en évidence, par des séries de mutations, une ou plusieurs
séquence(s) à l’intérieur du DE responsable(s) de son effet éventuel dans la lignée V47. La
première série de constructions a été réalisée dans le laboratoire du Dr. Rossert à Paris et la
seconde dans le laboratoire du Dr. Bichet à Montréal. Comme il a été mentionné dans la
section 2.2.2.3, le Dr Rossert a identifié deux zones participant à l’activation de l’AVFR2,
CSEY et CIEl. Par conséquent, nous devons tenir compte de ces zones dans nos
constructions, afin de voir une éventuelle coopération entre ces zones et notre DE.
4.2.1. Constructions pour étudier l’effet de l’élément distal
Afin de démontrer que le DE est impliqué dans l’activation de la transcription de
l’A VPR2, nous avons réalisé deux types de constructions un vecteur d’expression
contenant cet élément et l’autre en étant dépourvu. Comme précisé ci-dessous, chacune de
ces constructions comporte en plus du DE trois zones différentes correspondant à CSE1 et
CIEl, fragment de 4.6 kb; CIEl seul, fragment de 2.5 kb; et enfin une zone sans CSE1 ni
CIEl, fragment de 1.4 kb (Figure 19. Représentation schématique des fragments utilisés
dans l’étude de l’expression de l’AVFR2 page 56). Les contrôles correspondent aux
constructions dépourvues du DE : 4.6 seul, 2.5 seul et 1.4 seul.
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Figure 19. Représentation schématique des fragments utilisés dans l’étude de l’expression de
l’A VFR2
La zone correspondant au DE est obtenue à partir du cosmide Qc7cl, qui contient
un insert d’ environ 19kb en amont du premier exon de I ‘A VPR2 et 18 kb en aval de ce
gène, grâce à une double digestion enzymatique. Ce fragment est enstiite amplifié par PCR
avec un couple d’amorces spécifiques. Dans le même temps, les fragments de 4.6, 2.5 et 1.4
kb sont obtenus par des séries de digestions du cosmide Qc7cl, puis amplifiés par PCR. Le
DE obtenu est ensuite cloné en amont de chacun des fragments de 4.6, 2.5 et 1.4 kb dans un
vecteur intennédiaire, ptiis l’ensemble est incorporé dans tin vecteur d’expression contenant
le gène de la luciférase, ou gène rapporteur, le plasmide, pLuc5m (65, 104) et données non
publiées. Les vecteurs obtenus sont les suivants: pLuc 1.4 avec et sans DE; pLuc 2.5 avec
et sans DE et enfin pLuc 4.6 avec et sans DE. Les constructions pLuc 1.4, pLuc 2.5 et pLuc
4.6 sans DE correspondent aux contrôles utilisés dans chaque expérience de transfection














Figure 20. Représentation schématique des différentes constructions clonées dans le
vecteur d’expression. CSEI: Collecting duct stimulatory elernent 1 CIEl: Collecting duct
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4.2.2. Constructions visant à localiser une zone spécifique dans l’élément distal
Après avoir démontré l’effet du DE dans l’expression du gène rapporteur, et donc
de l’A VPR2, dans les différentes lignées cellulaires, nous nous sommes attachés à identifier
dans ces 102 pb une ou plusieurs séquence(s) responsable(s) de l’effet observé.
Pour ce faire nous avons «découpé » notre zone de 102 pb en 14 zones de 10 pb:
• 11 zones correspondant au DE en lui-même, notées de 2 à 12;
• 2 zones correspondant aux points de cassures en 5’ et 3’ de la
délétion notées respectivement 13 et 14;
• Et enfin une zone correspondant à une séquence similaire à CSEÏ,
notée I (figure 21. Série de mutations à l’intérieur du DE).
I 13 I I I I 14 I
5’I 12111 liol 91817161514 312 I3
Figure 21. Série de mutations à l’intérieur du DE
Chacune de ces zones fait ensuite l’objet de mutations affectant chaque base afin
d’empêcher la fixation d’une protéine éventuelle. Cette mutation consiste en la création
d’un site enzymatique, par exemple PstI dans l’exemple ci-dessous, afin de contrôler sa
présence par digestion enzymatique. De plus chaque mutation est vérifiée une seconde fois
par séquençage (figure 22. Exemple de mutations affectant la zone 6 du DE).
Séquence de la zone 6 du DE: 5’-TAGGTACCGA-3’
Séquence de la zone 6 après mutation : 5’-CCC’TGCAGTG-3’
Site enzymatique crée: site de coupure par PstI : CTGCAG
Figure 22. Exemple de mutations affectant la zone 6 du DE
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L’ensemble de ces constructions a été obtenue par PCR (mutagenèse dirigée), à
partir du vecteur pLuc 1.4DE normal, c’est-à-dire contenant la zone amont de l’AîTR2 de
1.4 kb et le DE dans sa forme normale. Puis le DE dans sa forme mutée est digéré et cloné
dans pLuc 1.4 et dans pLuc 4.6 afin d’obtenir pLuclADEm et pLuc 4.6DEm. Nous
obtenons donc 13 constructions différentes appelées 1 .4DE2rn (notée DE2m) jusqu’à
l.4DEI4m (notée DE14m). Il faut noter que devant les résultats obtenus suite aux
expériences menées à Paris, la construction contenant la zone de 2.5 kb n’a pas été jugée
indispensable (section Résultats).
4.3. Expériences de transfections transitoires
Chacune des lignées cellulaires, V47, VII et lOT 1/2 est transfectée avec chacune
des constructions, de la première série, correspondant au DE normal, ou de la seconde,
colTespondant aux mutations de DE.
Un jour avant la transfection, nous répartissons 200 000 cellules par puits dans une
plaqtte à 6 puits, La transfection est réalisée suivant le protocole établi par A. Calmont (65).
Brièvement, chaque puits «reçoit» un mélange, composé du milieu spécifique à chaque
lignée, de 900 nanogrammes (ng) d’ADN de chaque construction, 50 ng du vecteur de
normalisation, pSV-f3-galactosidase, et de 4p1 de lipofectarnine (Invitrogen). Afin
d’augmenter l’efficacité des transfections, 6 p1 par puits de Plus Reagent (Invitrogen) sont
ajoutés au milieu. Trois heures après la transfection les milieux sont changés. L’expression
du gène rapportettr est mesurée 4$ heures après le début de la transfection. Les cellules sont
lavées au PBS, grattées et décollées des puits puis lysées par cycles de
congélation/décongélation dans un tampon phosphate.
Les activités luciférase sont mesurées en utilisant un luminomètre Tropix TR
717/Winglow (EG&G Berthotd). L’extrait cellulaire est mis en présence de D-Luciférine
(Roche) et l’émission du flash lumineux est mesurée suivant un mode d’intégration sur un
délai de 10 secondes (65, 104).
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L’activité 3-galactosidase est utilisée pour corriger l’efficacité de la transfection. La
mesure de cette activité repose sur une réaction colorimétrique entre l’enzyme, la f3-
galactosidase et le substrat, la résorufine t3 D-galactopyra;moside (Sigma). Lorsqu’un
changement de coloration apparaît, la mesure spectrométrique est réalisée à 562nm grâce à
un lecteur de microplaque standard tEL $00 Bio-TEK instrument, mc) (65, 105).
Chaque expérience de transfection est réalisée en triplicata et répétée entre 3 et 6
fois; les contrôles sont répétés à chaqtte expérience. Les résultats sont exprimés comme
étant la moyenne des séries de mesures +1- la déviation standard (SD). De plus ces résultats
sont présentés sous deux formes, une forme brute traduisant les activités de chaque
constructions dans tes trois lignées les unes par rapport aux autres et une forme relative où
les activités sont rapportées au contrôle dont l’expression est arbitrairement fixé à 100%.
Cette dernière forme, dans le cas des mesures des activités «individuelles» des 14 séries
de mutations, ne peut pas présenter de déviations standard dans la mesure où c’est l’activité
moyenne de chaque mesure qui est rapportée à la moyenne du contrôle. Il n’y a donc
qu’une seule valeur. En outre la valeur statistique des mesures de chaque constructions du
DE muté 10 pb par 10 pb dans chacune des lignées cellulaires est obtenue suivant le test t
de Student avec une colTection de Bonferroni (106) (Section 5.2.6. Récapitulatif des




5. Résultats et discussions
La partie résultats se présente suivant deux volets le premier est issu des
expériences réalisées dans le laboratoire du Dr. Rossert à Paris et vise à démontrer I’eftèt
«tissu-spécifique» du DE; et le second, réalisé à Montréal dans le laboratoire du Dr. Bichet
vise à caractériser plus précisément la ou les zone(s) du DE responsable(s) de cet effet, et
éventuellement à localiser une zone responsable de l’effet «cellule-spécifique». Les
discussions propres à chaque résultat sont exposées à la suite de ceux-ci.
5.1. Effet de l’élément distal
Comme mentionné dans la partie consacrée aux constructions, section 4.2, le DE a
été cloné en amont de différentes séquences amont du gène de l’AVPR2 dans le vecteur
d’expression pLuc; les contrôles correspondant aux mêmes constructions dépourvues du
DE. Par la suite, chaque construction a été introduite dans les trois lignées cellulaires. Les
variations d’activités luciférase observées entre les constructions contenant le DE et les
constructions sans le DE correspondent donc à un effet direct du DE sur l’expression du
gène rapporteur. Dans cette série de mesures, les résultats sont donnés uniquement sous
forme brute et non rapportés au contrôle : ceci s’explique simplement par le fait que les
variations d’expression sont, d’une part, suffisamment importantes et d’autre part, que les
variations observées entre les différentes mesures ne remettaient pas en cause l’impact du
DE.
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5.1.1. Effet de l’élément dïstal dans les cellules du tubule collecteur (V47)
Graphique 1. Effet du DE dans les cellules V47. Les valeurs indiquées représentent la moyenne
de chaque triplicata +1- SD.
D’après les résultats obtenus, nous pouvons observer que le DE entraîne une
augmentation de l’expression du gène rapporteur et ce, quelle que soit la taille de la
séquence amont de l’AVPR2 clonée en aval. En effet, dans le cas de la séquence de 4.6 kb,
qui contient les éléments CSE1 et CIEl, identifiés par l’équipe du Dr. Rossert et
respectivement activateur et inhibiteur de l’expression «tissu-spécifique» de l’AVPR2 (voir
(65) et section 2.2.2.3. Le promoteur de l’A VPR2), l’auguientation d’expression est de plus
de 7 fois par rapport au contrôle sans le DE. Dans le cas de la construction avec la séquence
2.5 kb, c’est-à-dire sans CSEI mais avec CIEl, l’augmentation est encore plus significative
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séquence ne contient ni CIEl ni CSE1, séquence de 1.4 kb, l’augmentation est de plus de 6
foi s.
Au vue de ces premiers résultats, plusieurs conclusions peuvent d’ores et déjà être
énoncées. Le premier point concerne l’effet intrinsèque du DE dans les cellules du tubule
collecteur. Il semble évident que cette zone joue un rôle dans L’expression du gène
rapporteur, et donc du gène de l’A VPR2, puisque son absence entraîne une diminution du
niveau d’expression d’au minimum 6 fois par rapport à la construction pourvue du DE. Le
second point important est que l’effet du DE n’est en aucune façon lié aux éléments
identifiés par le Dr. Rossert: que le DE soit cloné en amont de l’ensemble CSEI-CIEÏ
(construction pLuc 4.6), de CIEl seul (construction pLuc 2.5) ou d’aucun des deux
(construction pLtic 1.4), son effet activateur est présent. Ccci est d’autant plus vrai
lorsqu’on regarde l’effet dans la construction contenant l’élément inhibiteur CiEl, pLuc
2.5 : l’augmentation est de plus de 100 fois par rapport au contrôle. Par conséquent il ne
semble pas y avoir de coopération entre le DE et les éléments CSE1 et CIEl.
Devant ces premières constatations se pose une question importante, est-ce que le
DE a le même effet dans les autres lignées cellulaires ‘7
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5.1.2. Comparaison de l’effet de l’élément distal dans les cetiutes du tubule
collecteur (V47) et les ceiltiles du tubule proximal (Vil)
Devaiit l’observation précédente suivant laquelle l’effet du DE n’est influencé ni par
CSEI ni par CIEl les expériences suivantes ont été réaLisées uniquement avec la
construction pLuc 4.6. Cependant il serait intéressant de faire ultérieurement ces












Graphique 2. Comparaison de l’effet du DE dans les cellules V47 et les cellules Vl 1. Les
valeurs indiquées représentent la moyenne de chaque triplicata +/- SD.
D’après ce graphique nous pouvons discerner deux points importants. Le premier
est que l’effet du DE observé lors de la première mesure avec la construction 4.6 DE se
confinne: les réstiltats précédents montraient une augmentation du niveau d’expression de
l’ordre de 7 fois par rapport au contrôle dans les cellules du tubule collecteur et celle fois-ci
l’augmentation est de plus de 5 fois. Ensuite, nous pouvons voir que l’effet du DE observé




précédemment dans les cellules de tubule collecteur se confinne dans les cellules du tubule
proximal. Eu effet, dans ces dernières, la présence du DE entraîne une augmentation de
quasiment 10 fois par rapport au contrôle, ce qui laisse supposer que le DE aurait un rôle
plus important dans celle lignée. Il faut tout de même noter que le niveau d’expression dans
cette lignée du tubule proximal est beaucoup moins important que dans la lignée du tubule
collecteur niveau d’expression de base respectivement d’environ 60 contre 670 d’activité
luciférase sans le DE et 600 contre 3500 dans les constructions contenant le DE.
Il est important de noter que des résultats totalement différents ont été obtenus avec
les fibroblastes (doimées non disponibles). Malheureusement lors de mon séjour dans le
laboratoire du Dr. Rossert nous n’avons pas eu le temps de réaliser ces mesures avant mon
départ. Cependant les résultats obtenus par les Drs. Rossert et Ribes démontrent que le DE
n’a absolument aucun effet sur l’expression du gène rapporteur dans cette lignée.
Trois conclusions importantes peuvent être tirées de cette première série
d’expériences. Tout d’abord, nous avons démontré que la présence du DE entraînait une
augmentation considérable de l’expression du gène rapporteur (entre 6 et 100 fois en
fonction de la lignée cellulaire rénale utilisée). Ensuite, nous avons établi que le DE
exerçait son effet indépendamment de l’une ou l’autre des séquences identifiées
précédemment par le Dr. Rossert. Il n’y a donc aucun phénomène de coopération entre le
DE et ces éléments, CSE1 et CIEl. Enfin, ces expériences nous ont pennis de mettre en
évidence un effet «tissu-spécifique» du DE. En effet, ce dernier exerce une action
importante dans les différentes lignées du tissu rénal, cellules du tubule collecteur et
cellules du tubtile proximal, mais n’en n’a aucune dans les fibroblastes. Il faut à présent
étudier plus en détail le DE afin de localiser une ou plusieurs zone(s) responsable(s) de cet
effet (<tissu-spécifique».
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5.2. Étude détaillée de l’élément distal
Afin d’identifier une ou plusieurs zones spécifiques à l’intérieur du DE qui sont
responsables de l’effet observé dans les cellules rénales, nous avons réalisé des séries de 14
mutations de 10 pb chacune de l’ensemble de la séquence (section 4.2.2 Constructions
visant à localiser une zone spécifique dans le DE et figure 23). De la même manière que
précédemment, nos 14 séries de mutations ont été clonées en amont de séquences amont du
gène de l’A VPR2 puis les trois lignées cellulaires ont été transfectées. Cependant, et pour
les mêmes raisons qui ont été évoqtiées dans la section 5.1.2 Comparaison de t ‘effet de
t ‘élément distat dans les cellules V-17 et tes cettutes VII, pour ces expériences nous avons
effectué nos mesures avec la zone de 1.4 kb.
I 13 I I 1 14 T]
5’I 121111101918171615141312
Figure 23. Série de mutations à l’intérieur du DE
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5.2.1. Étude des mutations DE2m à DE4m
Comme figuré sur la représentation schématique du DE, les trois premières séries de




Graphique 3. Effet des mutations DE2m, DE3rn et DE4rn sur l’expression du gêne
rapporteur par rapport aux contrôles I .4DE dans les 3 lignées cellulaires. Les valeurs
indiquées représentent la moyenne d’un triplicata d’une seule série de mesure +1- SD.
D’un point de vue général, les deux lignées rénales présentent un profil similaire: ta
mutation DE4m semble avoir créé un site activateur (niveau d’expression plus que doublé
par rapport au contrôle), DE3m présente à peu près le même niveau que le contrôle et le
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niveau d’expression induit par DE2m est fortement réduit. Les effets de ces mêmes
mutations engendrent des résultats totalement différents daiis les fibroblastes DE4m est
identique, DE3m est quasiment identique et DE2m fortement augmenté par rapport au
contrôle. Ceci confirme l’idée suivant laquelle le DE a un effet «tissu-spécifique».
Afin de se faire une idée plus précise quant aux variations d’expression réelles, il
faut rapporter chaque valeur pour chaque lignée cellulaire à son propre contrôle. Potir ce
faire, nous fixons la valeur de ces contrôles à 100% d’activité et nous comparons ainsi les
variations entre chaque construction. Cependant, la valeur rapportée au contrôle étant la
moyenne de chaque triplicata, il n’y a qu’une seule donnée et par conséquent aucune
déviation standard, ni statistiques. Celles-ci sont exposées dans les graphiques récapitulatit
de toutes les séries de mesures effectuées sur chacune des 3 lignées cellulaires (voir section
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Graphique 4. Effet des mutations DE2m, DE3m et DE4m sur l’expression du gène
rapporteur par rapport aux contrôles I.4DE dans les 3 lignées cellLilaires. Les
résultats sont la valeur moyenne de chaque triplicata par rapport à la moyenne du
triplicata du contrôle fixée à 100%. Aucun test statistique n’est réalisé.
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Comme nous pouvons le voir sur ce graphique, les variations observées
précédemment se confirment. Cependant cette représentation des résultats permet de mieux
distinguer les variations d’expression et ainsi d’avoir une idée plus précise du rôle de
chaque zone étudiée le fait de muter les 10 premières bases à l’extrémité 3’ du DE
entraîne une chute de 70% de l’activité de base dans les cellules dti tubule proximal (V 11)
et de «seulement» 50% dans les ceiltiles du tubule collecteur (V47). Ce qui pennet
d’avancer l’hypothèse suivant laquelle cette première zone identifiée lierait non pas un
élément activateur spécifique des cellules du tubule collecteur, et donc responsable de
l’expression de l’A VPR2 dans ces cellules, mais plutôt un élément activateur retrouvé dans
toutes les lignées rénales et par conséquent non spécifique à l’A VPR2. La zone 3 présente
un niveau d’expression proche du contrôle (75% dans les cellules dti tubule collecteur et
70% dans les cellules du tubule proximal) et la zone 4 quant à elle révèle une augmentation
flagrante du niveau d’expression par rapport au contrôle (plus de 100%). Les valeurs
d’expression obtenues dans les fibroblastes sont totalement différentes mais similaires à ce
qui a été décrit précédemment.
Par la suite, étant donné que le modèle des expressions rapportées au contrôle
permet une meilleure « lisibilité » ainsi qu’une vision plus juste des variations
d’expression, l’ensemble des résultats sera donc donné suivant ce modèle.
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5.2.2. Étude des mutations DE5m à DE7m
I 13 1 14
5’ 12111 110 Is • — 41312 3’
Figure 25. Mutations DE5rn, DE6rn et DE7rn à l’intérieur du DE
0,00 20,00 4000 60,00 80,00 10000




Graphique 5. Effet des mutations DE5rn, DE6rn et DE7rn sur l’expression du gène
rapporteur par rapport aux contrôles 1.4DE dans les 3 lignées cellulaires. Les
résultats sont la valeur moyenne de chaque triplicata par rapport à la moyenne du
triplicata du contrôle fixée à 100%. Aucun test statistique n’est réalisé.
Comme nous pouvons le constater sur ce graphique, le fait de muter les zones 5, 6 et
7 n’entraîne aucune chute notable de l’expression du gène rapporteur: DE5m présente
pratiquement 80% de l’activité du contrôle dans les deux lignées du tissu rénal; DE6m
montre des activités de 76 et 88% dans les cellules du tubule collecteur et du tubule
proxirnal respectivement et enfin DE7m ne modifie pas, excepté une légère augmentation,












fibroblastes, les mutations entraînent dans les trois cas des chutes de l’expression dont une
plus importante pour DE6m; cependant, les variations observées dans cette lignée ne
présentent aucune similitude avec les observations décrites dans les lignées rénales.
5.2.3. Étude des mutations DE$m à DEIOm
I 13 I 1 14
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Graphique 6. Effet des mutations DE8rn, DE9rn et DE1Om sur l’expression du gène
rapporteur par rapport aux contrôles I .4DE dans les 3 lignées cellulaires. Les résultats
sont la valeur moyenne de chaque triplicata par rapport à la moyenne du triplicata du
contrôle fixée à 100%. Aucun test statistique n’est réalisé.
Dans les cellules du tubule collecteur, le fait de muter les zones 8, 9 et 10 entraîne
une diminution du niveau de l’expression de respectivement, 28, 15 et 41%. Ces mêmes
mutations, excepté celles de la zone 9 qui montre une forte augmentation d’environ 50%,
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diminution de l’ordre de 21% pour la zone $ et 23% pour la zone 10. Ce qui conduit à
émettre l’hypothèse suivant laquelle la zone 10 poulTait éventuellement jouer un rôle dans
les cellules du tubule collecteur mais pas dans les cellules du tubule proximal. Cette
hypothèse est malheureusement rendue caduque par les résultats observés dans les
fibroblastes. En effet, les trois types de mutations entraînent des chutes du niveau
d’expression dans cette lignée mais ceci est surtout vrai pour la zone 10 dont le niveau
d’expression est diminué d’environ 40% par rapport au contrôle.
5.2.4. Étude des mutations DE1 1m à DE13m
I 1 14
51 liol 918171615141312 3’
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Graphique 7. Effet des mutations DEIIm, DEI2m et DEI3rn sur l’expression du
gène rapporteur par rapport aux contrôles I .4DE dans les 3 lignées cellulaires. Les
résultats sont la valeur moyenne de chaque triplicata par rapport à la moyenne du
triplicata du contrôle fixée à I 00°/o. Aucun test statistique n’est réalisé.
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D’après ces résultats, nous pouvons voir que dans les cellules du tubule collecteur
les deux zones mutées situées à l’extrémité 5’ du point de cassure du DE. zones 11 et 12,
entraînent une chute importante du niveau de l’expression. respectivement de 55 et 50%. La
zone 13, qui correspond à une séquence chevauchant les zones 11 et 12, qttant à elle semble
engendrer une chute mais beaucoup moins importante, d’environ 42%. Des chutes
similaires sont observées dans les celltiles du tubule proximal. Les fibroblastes quant à eux
ne semblent pas affectés par ces mutations puisque dans uti cas, zone 1 1, l’expression est
plus élevée que celle du contrôle et dans les zones 12 et 13 les chutes ne sont que de 10 et
15% respectivement. Par conséquent il semble que l’extrémité 5’ comporte une zone
étendue d’environ 30 pb impliquée dans l’expression du gène rapporteur.
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5.2.5. Étude des mutations DE2m. DE3m et DE 14m
Afin d’étudier l’effet des mutations de la zone 14, qui correspond à la zone
chevauchant le point de cassure en 3’, notis avons refait en parallèle la mesure de la zone
commune à celle-ci, la zone 2. L’étude précédente de la zone 3 révélait une diminution du
niveau d’expression par conséquent nous avons également refait la mesure de cette
dernière.
I ‘3 I
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Graphique 8. Effet des mutations DE2rn, DE3m et DEI4m sur lexpression du
gène rapporteur par rapport aux contrôles 1.4DE dans les 3 lignées cellulaires. Les
résultats sont la valeur moyenne de chaque triplicata par rapport à la moyenne du
triplicata du contrôle fixée à 100%. Aucun test statistique n’est réalisé.
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D’après les résultats obtenus, il semble que la mutation de la zone 14 entraîne une
chute importante du niveau de l’expression et ce dans les deux lignées rénales. Cependant il
apparaît clairement que cette diminution est plus importante dans tes cellules du tubule
proxima] t la chute est d’environ 77% dans ces cellules alors que dans la lignée du tubule
collecteur celle-ci n’est que d’environ 52%. Des résultats similaires sont obtenus avec
l’étude de ta zone 2 t environ 65% de chute dans les cellules du tubule proximal contre
environ 42% dans la lignée du tubule collecteur. La zone 3 quant à elle démontre des
niveaux d’expression quasiment identiques à ceux observés précédemment (section 5.2.1
Étude des mutations DE2m à DE4m) t des chutes d’expression d’environ 30% sont
observées dans les deux lignées rénales. Devant ces résultats nous potivons donc confirmer
l’hypothèse suivant laquelle cette zone chevauchant le point de cassure en 3’ serait
impliquée dans l’effet du DE observé précédemment (sections 5.2.1 et 5.2.2). Cependant il
semble évident que cette zone ne porte pas la responsabilité de l’expression cellule
spécifiqtic de l’AVPR2 dans les cellules du tubule collecteur, mais servirait plutôt à la
fixation d’un élément activateur retrouvé dans toutes les lignées rénales et par conséquent
non spécifique à l’AVPR2.
5.2.6. Récapitulatifs des résultats obtenus dans les trois Lignées cellulaires
À présent, nous allons présenter les 5 séries de mesures effectuées sur ces 13
zones. Ces résultats sont donnés sous forme de graphiques distincts pour chaque lignée
cellulaire afin d’avoir une vision d’ensemble des rôles de chacune des zones étudiées. De la
même manière que précédemment, les valeurs d’expression sont rapportées au contrôle
interne à chaque lignée. 1.4DE «normal », dont la valeur est fixée arbitrairement à 100%.
Par conséquent les activités luciférase de chaqtte construction sont exprimées comme étant
un pourcentage relatif du contrôle.
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5.2.6.1. Récapitulatif des résultats dans les cellules du tubtile collecteur (V47)
Graphique 9. Effet des 13 séries de mutations sur l’expression du gêne rapporteur par
rapport au contrôle l.4DE dans les cellules V47. Les valeurs indiquées représentent la
moyenne des 5 séries de mesures +1- SD. *p<QQ13
Les cinq séries de mesures effectuées dans les cellules du tubule collecteur
présentent des niveaux d’expression relativement stables les valeurs des déviations
standard variant de 4 à 27%. Ceci permet donc de tirer des conclusions relativement fiables
quant aux rôles des différentes zones du DE. Parmi ces conclusions, nous pouvons voir
qu’il se « dégage » deux zones intéressantes la zone correspondant à l’extrémité 3’ du DE
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et la zone correspondant à l’extrémité 5’ du DE. En effet, la séquence commune aux zones
2 et 14 montre une activité moyenne de 48% de l’activité du contrôle soit une diminution
de 52% (valeurs de la zone 2, 53% et de la zone 14, 43/ ce qui correspond donc à des
diminutions respectives de 47 et 57°/b); la deuxième séquence, beaucoup plus étendue que
la précédente, puisque couvrant les zones 10, 11 et 12 soit environ 30 ph, présente une
activité moyenne de 55% de l’activité du contrôle soit une chute de 45% (valeur de la zone
tO, 53%, de la zotie 11, 56% et de la zone 12, 56% correspondant à des diminutions
respectives de 47, 44 et 44%). Les autres zones quant à elles ne semblent avoir aucun rôle
du fait qu’elles présentent un minimum de 70% de l’activité du contrôle. 11 faut cependant
noter que les mutations faites dans la zone 4 ont peut être créé un site activateur dans la
mesure où cette zone présente une activité augmentée de plus de 50°/ par rapport au
contrôle et ce malgré une valetir de déviation standard relativement élevée, 27%, quoique
négligeable devant le niveau d’activité qui est de 15 1%.
Un second point très important se dégage de ce graphique récapittilatif: il semble
en effet qtie la zone 13, chevauchant les zones 11 et 12, ne présente aucune diminution, oti
alors relativement faible (2 1%), du niveau d’expression. Ceci est d’autant pLus troublant
que les deux zones qui la composent, les zones 11 et 12, entraînent quant à elles des chutes
assez importantes, de 44% chacune. À la vue des différentes valeurs de déviation standard
mesurées sur les 5 séries d’expériences, 7% pour la zone il, 6,5% pour la zone 12 et 5,8%
pour la zone 13, nous pouvons en conclure que ce constat n’est pas le résultat de mauvaises
manipulations. Une explication possible, en se remémorant le schéma complexe du mode
d’action des séquences régulatrices, est qu’une protéine se liant à la jonction des zones 10
et Il pourrait interagir avec une seconde Liée à l’extrémité 5’ de la zone 12. Une seconde
hypothèse poulTait être la création, lors du « dessin » des mutations, d’un site activateur
permettant la liaison d’tmne protéine qui annihilerait les effets des mutations créées.
L’analyse des séries de mutations dans les cellules du tubule proximal permettra
d’expliquer, ou tout du moins de confirmer ou d’infirmer l’ensemble de ces hypothèses.
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5.2.6.2. Récapitulatif des résultats dans les cellules du tubule proximal (VII)
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Graphique 10. Effet des 13 séries de mutations sur l’expression du gène rapporteur par
rapport au contrôle 1.4DE dans les cellules Vil. Les valeurs indiquées représentent la
moyenne des 5 séries de mesures +/- SD. *p<0 013
Les observations énoncées précédemment dans le cas des cellules du tubule
collecteur se retrouvent ici avec cependant quelques nuances. En effet, les données
obtenues semblent relativement fiables dans la mesure où les déviations standard obtenues
sur les cinq séries de mesures varient de 2,2 à 26%. De plus, d’après ces résultats, la même
zone apparaissant comme activatrice dans les cellules du tubule collecteur, la zone 4, induit
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un niveau d’expression également très élevé dans les cellules du tubule proximal : forte
augmentation de plus dc 110%. De la même manière, les autres zones correspondant à
l’intérieur du DE ne présentent quasiment aucune variation par rapport au contrôle.
Toutefois, nous pouvons noter deux différences importantes entre cette lignée et la
précédente : la séquence commune aux zones 2 et 14 présente des diminutions d’activité
beaucoup plus prononcées qtie dans le cas des cellules du tubule collecteur: l’activité
moyenne de cette zone est de 29% soit une diminution de plus de 70% par rapport au
contrôle (valeurs de ta zone 2, 39% et de la zone 14, 20% correspondant à des diminutions
respectives de 61 et 80%); les zones 10, 11 et 12 ne montrent pas de variation d’activité par
rapport au contrôle : l’activité minimum correspond à 70% de l’activité du contrôle, ce qtii
correspond à une diminution de 30% par rapport à ce contrôle. Cette diminution est
beaucoup plus faible qcie dans les cellules du tubule collecteur où la diminution atteint
quasiment 50%. Cette constatation permet de confirmer l’hypothèse suivant laquelle ces 3
zones, 10, 11 et 12, seraient impliquées dans l’activation spécifique de l’AÏ’PR2 dans les
cellules du tubule collecteur. Ceci semble d’autant plus vrai que dans les deux lignées
cellulaires, les mutations de la zone 13 n’entraînent aucune chute de l’expression ce qtii
élimine l’hypothèse de la création d’un site activateur lors du «dessin » des mutations de
cette zone.
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5.2.6.3. Récapitulatif des résultats dans les tibroblastes (IOT1/2)
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Graphique Il. Effet des 13 séries de mutations sur l’expression du gène rapporteur par
rapport au contrôle l.4DE dans les cellules ÏOT1/2. Les valeurs indiquées représentent la
moyenne des 5 séries de mesures +/- SD. *p<O,013
À première vue, les résultats observés dans les deux lignées rénales ne sont
pas retrouvés dans les fibroblastes. En effet, les séquences situées à l’extrémité 3’ du point
de cassure, zones 2 et 14, présentent des niveaux d’expression soit plus élevés, soit
légèrement diminués par rapport au contrôle (74% et 160% respectivement potir la zone 14
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et la zone 2). 11 en va de même pour les autres zones qui ont, pour la majorité d’entres elles
des niveaux d’activité semblables au contrôle. Cependant, nous pouvons noter que
l’extrémité 5’ du point de cassure, correspondant aux zones 10, 11, 12 et 13, révèle des
niveaux d’activités semblables au contrôle avec une exception toutefois pour la zone 10. En
effet, les zones 11, 12 et 13 présentent iespectivement des niveaux d’activité de 60, 70 et
95% par rapport au contrôle alors que la zone 10 démontre une chute de l’activité.
Cependant, il faut remarquer que les valeurs des déviations standard obtenues dans les
fibroblastes sont dans l’ensemble largement supérieures à celles obtenues dans les lignées
rénales. Ceci peut s’expliquer par le fait que cette lignée cellulaire présente une vitesse de
croissance beaucoup plus élevée que les autres et que l’étape de comptage des cellules
précédent la transfection peut être sujette à des erreurs. Ces deux éléments peuvent
conduire à des quantités de cellules devant être transfectées, et donc à des résultats de
mesures d’activité, très variables.
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Conclusions et perspectives
Ati terme de ces travaux préliminaires visant à étudier la régulation
franscriptionnelle du gène codant le récepteur de iype 2 à la vasopressine, dont le rôle dans
l’apparition du diabète lié à l’X a été maintes fois démontré, il se dégage deux points
essentiels. Tout d’abord, la zone délétée de 102 pb, retrouvée dans une famille porteuse de
DIN, située en amont de l’ARR2 semble jouer un rôle très important dans l’expression de
celui-ci. Ensuite, l’étude minutieuse de cette région a révélé la présence d’au minimum
deux régions importantes, dont l’une nécessite des investigations plus poussées, dans ces
102 pb.
Coiutne mentionné dans la section résultats, lorsque la zone délétée de 102 pb est
clonée en amont du promoteur de l’AVPR2 et du gène rapporteur, celle-ci induit une
augmentation très importante du niveau d’expression du gène. Cet effet activateur est
retrouvé dans les deux lignées de cellules rénales, mais pas dans les fibroblastes ce qui
traduit un effet «tissu-spécifique». Cependant, le rôle de cet élément dans les deux lignées
rénales est en totale contradiction avec la « réalité » physiologique puisque le récepteur à la
vasopressine de type 2 est exprimé exclusivement dans les cellules du tubule collecteur. En
effet, dans ce segment particulier du rein, ce réceptetir conduit, suite à la liaison de
l’hormone antidiurétique, à une expression de molécules d’aquaporines qui elles-mêmes
permettront la réabsorption d’eau au niveau des cellules principales de ce tissu. Par
conséquent, ces premières séries d’expériences ont permis de démontrer qu’effectivement
cette zone délétée, retrouvée chez des patients atteints de diabète insipide néphrogénique lié
à l’X, était impliquée dans l’expression de ce récepteur; toutefois, elles n’ont pas penuis de
mettre en évidence un rôle exclusif de cet élément dans les cellules du tubule collecteur.
Par la suite, l’étude détaillée du DE par ta création de séries de mutations de 10 pb
par 10 pb de la séquence complète a mis en évidence trois régions. La première,
correspondant à l’extrémité 3’ du DE, paraît être directement responsable de l’expression
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du gène rapporteur dans les lignées de cellules rénales dans la mestire où la modification de
sa séquence entraîne une chute du niveau de l’expression qui est plus importante dans les
cellules du tubule proximal que dans les cellules du tubule collecteur. La deuxième zone
identifiée, beaucoup plus grande que la précédente et située à l’extrémité 5’ du DE, semble
quant à elle spécifique des cellules du tubule collecteur. En effet, le fait de muter les
séquences la composant n’entraîne quasiment aucune variation des niveaux d’expression du
gène rapporteur dans les cellules du tubule proximal alors qu’une diminution relativement
importante est observée dans l’autre lignée. Cependant, les résultats obtenus dans les
cellules du tubule collecteur semblent laisser croire qu’une troisième zone, cette fois-ci
localisée en amont dti point de cassure en 5’ du DE, interagirait avec la deuxième zone et
pourrait être potentiellement responsable de l’expression «cellule-spécifique» de l’AVPR2.
Cette conclusion est rendue valide par le fait qu’une zone utilisée dans les expériences, la
zone 13 sur les schémas, donne des niveaux d’expression similaires aux contrôles alors
qu’elle correspond à une zone chevauchant deux zones engendrant chacune une chute du
niveau d’expression. Dans le même temps, des résultats différents sont observés dans
l’autre lignée rénale: aucune des zones précédemment citées n’entraîne de diminution du
niveau d’expression ce qui semble confirmer l’hypothèse émise suivant laquelle la région
5’ du DE «porterait» la responsabilité de l’effet «cellule-spécifique» de l’expression de
l’A VPR2. Cependant, cette responsabilité ne serait pas seulement due à cette zone mais
plutôt à un phénomène de coopération entre celle-ci et d’autres séquences.
L’ensemble de ces résultats préliminaires, bien qu’encourageant, ne permet pas à lui
seul d’expliquer l’énorme complexité que représente la régulation transcriptionnelle d’un
gène eucaryote tel que Ï’AtPR2. Cependant il représente une partie de ce processus et
permettra par la suite d’étendre les investigations.
Parmi celles-ci, nous pouvons distinguer deux grandes voies : la première consistant
à pousser plus avant l’étude de ces séquences avec entre atitres la caractérisation des
différentes protéines se liant aux zones identifiées. Pour ce faire, des études informatiques
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exhaustives seront réalisées afin de rechercher si d’éventuelles protéines répertoriées
peuvent lier une ou pLusieurs de nos séquences et, le cas échéant, si celles-ci sont connues
comme étant douées d’activité «cellule-spécifique». Il faut mentionner qu’une première
recherche informatique s’est révélée totalement infructueuse dans la mesure où aucune
étude ne rapporte l’existence de protéine(s) connue(s) à ce jour comme étant impliquée(s)
dans l’expression de l’AVPR2, exception faite de l’étude menée par le Dr. Rossert et son
équipe (65). Dans le même temps, des expériences par chromatographie d’affinité sur
colonne devraient permettre, d’une part l’identification des protéines se liant
spécifiquement à nos séquences, et d’autre part, l’existence d’éventuels «ponts »
protéiques permettant le rapprochement des séquences régulatrices et du promoteur de
l’AVPR2. Dans le cadre de notre coopération avec le Dr. Rossert, nous allons également
tester l’effet d’une protéine mise en évidence par son équipe et exprimée de manière très
importante dans les cellules du tubtile collecteur (papier soumis). En effet, cette éqtiipe a
caractérisé une protéine de la classe des « f’orkhead », mais fort peu documentée, et poursuit
ses investigations afin de comprendre son rôle ainsi que son niveau d’implication au niveau
des cellules du tubule collecteur. Afin d’établir si cette protéine pourrait, ou non, lier l’tme
de nos zones et entraîner un effet activateur, nous allons de nouveau tester les constructions
qui ont permis de mettre en avant le rôle du DE dans les cellules du tissu rénal avec et sans
le vecteur d’expression de cette protéine. Parallèlement à ceci, nous allons également tester
les effets de cette protéine sur différentes constructions spécifiques aux zones mises en
évidence par l’étude détaillée du DE. Par la suite un second volet de notre étude apparaît
comme étant indispensable afin de mettre en évidence d’éventuels phénomènes de
coopération.
Comme de nombreux travaux le mettent en évidence, l’activation de la transcription
d’un gène ne fait pas intervenir uniquement le promoteur et une seule séquence régulatrice,
mais est plutôt le résultat d’une étroite relation entre un promoteur et de nombreuses zones
régulatrices. En effet, les interactions de diffi&entes zones entre elles et le promoteur
débouchent sur une expression «tissu-spécifique» : des protéines retrouvées dans différents
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tissus pourront, en fonction de leur ordre «d’entrée» dans l’échafaudage protéique, avoir
des effets totalement différents et conduire, ou non, à l’expression d’un gène donné. Par
conséquent il est évident que l’A VPR2 n’échappe pas à celle règle et que sa régulation ne
peut pas s’expliquer par le seul rôle de notre DE. Dans la mesure où la position du DE est
localisée à très grande distance dc l’A VPR2, il est essentiel de pratiquer des expériences de
digestion à la DNase I (DNase Hypersensitivity Site). En effet, ces expériences permettent
d’éttidier ]a structure chromatinienne de grandes zones d’ADN génomique afin de
détenniner si des zoties facilement accessibles aux protéines régulatrices sont retrouvées
dans ces fragments. De nombreuses études ont permis de montrer que ce type d’expériences
de digestion à la DNase I révélaient la présence de LCR dont le rôle est hautement lié à une
expression précise en fonction du tissu et du stade de développement du gène se trouvant
sous sa dépendance (107, 10$, 109, 110). 11 faut noter qu’une étude comparée des
séquences génomiques de différents mammifères, par exemple l’homme, la souris, le singe
etc., permet d’avoir une idée préalable des zones pouvant jotier un rôle dans l’activation de
la transcription. En effet, lorsque des séquences sont retrouvées conservées entre les
espèces et au cours de l’évolution cela signifie qu’elles remplissent un rôle important. Il
faut préciser que la séquence de notre DE a fait l’objet d’une telle étude et que, la première
zone identifiée à l’extrémité 3’ est particulièrement bien conservée chez la souris. Par
contre l’extrémité 5’, qui pounait être potentiellement responsable de l’effet «cellule-
spécifique» de l’expression de l’Af’PR2 présente une homologie de séquence beaucoup
moins grande, voir quasi nulle par endroit. Cette comparaison de séquence a été égalemetit
initiée pour la zone de 8 kb. Ces expériences à la DNase permettront également d’avoir une
idée plus précise quant aux différentes constructions à réaliser en vue de l’étude de la
deuxième zone délétée dc $ kb identifiée dans une famille atteinte de DIN lié à l’X. Nous
pourrons ainsi «découper» notre zone $ kb en fonction des zones découvertes suite à cette
digestion.
À terme, l’ensemble de ces expériences doit permettre de mieux comprendre le
mécanisme d’expression de l’A VPR2 et d’établir la présence d’un éventuel «locus control
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elernent» qui, de par SCS «propriétés)> (localisé très loin du gène qu’il régule; une, ou des
délétions l’affectant entraînant un DIN, etc.), ressemble à celui existant au niveau du gène
codant la f3-globine. Cependant, les homologies potentielles énoncées entre le
fonctionnement du gène AVPR2 et des gènes possédant un LCR (gène de la J3-globine, par
exemple), ne l’ont été que dans un but purement expérimental. En effet, le gène de la
globine ne présente aucune homologie de structure avec 1’AIPR2 5 gènes arrangés de
manière linéaire dont l’expression est alternative en fonction du stade de développement, à
savoir lorsque l’un est activé, par exemple le gène 8-globine durant le stade embryonnaire,
les autres gènes sont réprimés (77, 111). Il en va de même pour l’organisation stiucturelle
des gènes codant les pigments visuels : les deux gènes humains, codant pour les pigments
rouge et vert, sont disposés en tandem d’une manière «tête-bêche ». à savoir l’extrémité 5’
de l’un des tandems étant mitoyenne directe avec l’extrémité 3’ de l’autre (112). De pltis, le
parallèle entre les deux types de gènes. AVPR2 et gènes possédant un LCR, s’est appuyé
sur l’observation que des patients atteints de tous les signes cliniques du DIN mais
présentant des gènes de l’AVPR2 et de l’AQP2 totalement nonnaux étaient porteurs de
délétions à très grande distance du gène. Ce qui nous à conduit à imaginer l’existence d’une
zone potentiellement importante pour la régulation de la transcription de ce gène à ce
niveau. Ceci étant en accord avec les remarques énoncées dans le cas du gène de la I
globine où des délétions répertoriées en amont du gène conduisent à des thalassémies ou,
dans te cas des gènes de pigmentation de la vision, des pertes de fonction des pigments
rouges et verts sont imputables à des délétions localisées en 5’ (77, 112). D’autres gènes
disposant de LCR sembleraient plus «proches » de l’A VPR2, par exemple le gène de la
tyrosine kinase, le gène de la desmine musculaire, etc. Cependant, après une étude plus
approfondie, il ressort qu’aucun ne présente réellement de similitudes. En effet, le gène de
la tyrosine kinase est bien exprimé, et par voie de conséquence, régulé durant le
développement, mais. contrairement à l’A 1 FR2 il est exprimé dans différentes cellules
mnélanocytcs de la crête neurale, celltiles de la peau, cellules de l’iris, follicule pileux,
cellules épithéliales de la rétine, etc.; quant au gène de la desmine, il est exprimé dans à peu
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près tous les types de muscles cardiaque, squelettiques, lisses et ce quelqtie soit le stade du
développement (113, 114).
Cependant, il semblerait qtie l’AIYR2 est exprimé ati niveau des cellules
endothélialcs et que cette expression pourrait être responsable de la stimulation des facteurs
de coagulation et des effets hémodynamiques observés après infusion de l’agoniste
dDAVP. En effet une étude du Dr. Bichet a démontré que l’utilisation de cet agoniste de
l’AVP chez des patients atteint de DtN lié à l’X mais sans défaut du gène de l’AOP2,
entraînait une augmentation de sécrétion des facteurs de coagulation Ville et de von
Willebrand(115). Une seconde étude a également démontré que des récepteurs AVPR2 ne
se localisaient pas exclusivement au niveau des cellules rénales, mais également au niveau
des cellules pulmonaires (116). Par conséquent, la seule explication possible à ce double
rôle et à cette double localisation de ce type de récepteur ne peut être qu’une expression
différentielle en fonction du tissu. Ceci nous laisse supposer qu’il y aurait au minimttm
deux zones distinctes responsables de cette expression tissulaire. En conséquence, il
conviendra donc dans la suite de l’étude, de s’attacher à voir si notre DE joue un rôle dans
la synthèse des facteurs de coagulation, et tester son rôle éventuel sur des cellules
pulmonaires. De plus, en se référant aux nombreuses études menées sur le LCR du gène de
la 3-globine, il serait particulièrement intéressant d’étudier non seulement la structure
chromatinienne, par des expériences de digestion à la DNase, mais également d’étudier les
mécanismes de remodelage de celle-ci (107). Comme par exemple d’étudier les
modifications post-traductionnelles des histones par phosphoiy lation, méthylation et
acétylation qui conduisent à des modifications de structure des nucléosomes et facilitent
donc la fixation de protéines activatrices et/ou qui recrutent elles-mêmes des protéines
activatrices, mais cela est une autre histoire
L’étude de la régulation transcriptionneile de l’A VPR2 pourra, à terme, déboucher
stir un traitement des patients atteints de DIN par thérapie génique. Cependant il faut noter
que cette stratégie ne se destinera pas uniquement ati traitement des patients présentant des
délétions au niveau des zones régulatrices, mais à l’ensemble des patients souffrant de cette
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pathologie. En effet, de par son principe, la thérapie génique vise à introduire dans une
cellule via un vecteur (virus, liposomes, etc.) un gène codant une protéine déficiente dans
les cellules initiales de l’organisme. Il est donc évident que les patients atteints de DIN
causé par tine non-expression de l’A VPR2 sont sujets à recevoir un vecteur comportant le
gène de l’AVPR2 normal afin que celui-ci soit exprimer de manière suffisante pour
répondre à une stimulation par l’AVP et ce quelque soit la cause de celle non-expression
(mutations dans Je gène de l’A VPR2, délétion à grande distance en 5’ oti 3’ de ce gène,
délétion du gène en lui-même, etc.).
Les rares exemples d’approches thérapeutiques visant à traiter des pathologies
héréditaires concernent soit des gènes dont l’expression est faiblement régulée, par exemple
le gène de l’adénosine désaminase (ADA); soit des gènes dont le transfert et/ou la cuÏture
des cellules réceptrices sont aisés, par exemple le gène du récepteur au lipide de faible
densité (LDLR ou low density lipid receptor) dans le cas des hypercholestérolémies
familiales, ou le gène du récepteur transmembranaire de la fibrose kystique (CFTR ou
cystic fibrosis transmembrane conductance regulator). Dans ces deux cas, les applications
thérapeutiques potentielles par thérapie génique sont retardées dans la mesure où les
méthodes de transfert et les efficacités qui leur sont liées sont aussi limitées (117, 11 8). Une
troisième pathologie héréditaire a fait l’objet d’études visant à déboucher sur un traitement
par thérapie génique: la dystrophie musculaire de Duchenne. Dans le cas du gène de la
dystrophine, dont la non expression entraîne une dégénérescence des fibres musculaires, le
transfert pur et simple du gène codant la protéine s’est révélé d’une rare complexité
absence de système fiable de transfert, taille trop importante du gène (119, 120).
Cependant, une autre approche a été suggérée t potlrquoi ne pas compenser
l’absence d’activité d’un gène par la stimulation d’un autre gène dont l’expression a lieu à
un autre moment du développement de manière normale? Certaines études se sont en effet
attachées à «réactiver» le gène de l’utrophine, homologue de la dystrophine synthétisée
durant te stade foetal, qui pourrait remplacer l’action de la dystrophine déficiente (120-122).
Une idée similaire a été émise pour traiter les patients atteints de 3-thalassémies : l’idée est
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de contrecarrer le défàut de production de -gIobine en réactivant d’autres gènes globines,
comme par exemple le gène de la y-globine exprimée durant le stade embryonnaire.
Il faut toutefois noter que, dans un cas comme dans l’autre, la réactivation thérapeutique
repose plus sur une approche pharniacologique, via des agents tels que l’hydroxyurée ou le
butyrate. par exemple, que sur une thérapie génique au sens strict (111, 123). De plus une
autre approche visant à rétablir un niveau d’expression normal est employée dans le cas des
thalassémies dues à des mutations à l’intérieur dti gène l’utilisation d’oligonucléotides
anti-sens a, en effet, permis de rétablir des niveaux d’expression de 3-globine chez des
patients atteints de mutations au niveau des sites d’épissage (124).
Malgré les nombreuses études ainsi que les nombreux espoirs placés dans la
thérapie génique pour traiter des pathologies héréditaires, il est de pitis en pïus évident que
manipuler de la sorte le patrimoine génétique n’est pas sans risque pour la viabilité même
des individus. En effet, une des rares expériences, qui est d’ailleurs la première «réussie »,
de traitement par thérapie génique, de nourrissons atteints de la maLadie
d’immunodéficience combinée sévère liée à l’X, les «enfants-bulle» car sans système
immunitaire, se révèle problématique sur 11 enfants traités, 9 ont été guéris, pour combien
de temps?, et 2 ont développé des leucémies. Ce qui a entraîné la suspension immédiate de
toute tentative de traitement par thérapie génique (125-12$). LI semble donc évident que les
maladies héréditaires ne pourront être traitées avec succès par thérapie génique avant de
très nombreuses années
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